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Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca z dekstranskim slojem za vezavo 
celic  
 
Povzetek: Z razvojem regenerativne medicine in tkivnega inženirstva je narasla potreba 
po razvoju afinitetnih metod izolacije celic. Zaradi specifičnosti in čistosti je glavni 
kandidat kromatografija. Ozko grlo kromatografije pa še vedno ostaja čiščenje in izolacija 
večjih količin specifičnih proteinov in določenih populacij celic, predvsem matičnih celic. 
Konvektivna afinitetna kromatografija je zelo učinkovita metoda za ločevanje velikih 
biomolekul, kot so večji proteini, virusi, bakteriofagi, DNA in celice. Monoliti imajo 
značilno porozno strukturo, kjer so pore medsebojno povezane in s tem omogočajo hitro 
izmenjavo molekul na osnovi konvektivnega prenosa snovi. Pri tem je pomembno, da ne 
prihaja do nespecifičnih interakcij s površino, kar je še posebej pogosto pri velikih 
makromolekulah in celicah. To lahko zmanjšamo z uvedbo hidrofilnega sloja. Ena 
možnost je polietilen glikol (PEG), če pa želimo vezati na tak sloj afinitetne ligande, je 
boljša alternativa dekstran, ki ima več reaktivnih mest za površinsko imobilizacijo, kar se 
odraža v visoki gostoti biološko aktivnih molekul. Prav uvedba sloja dekstrana je bil tudi 
glavni cilj mojega magistrskega dela.  
Magistersko delo je bilo razdeljeno  v tri sklope. V prvem sklopu sem porozne polimerne 
nosilce kemijsko modificirala z etilendiaminom in karbonildiimidazolom, in s tem 
pridobila funkcionalne skupine na površini. V drugem sklopu sem se osredotočila na 
razvoj vezave dekstranskega sloja, ki bi izboljšal kovalentno imobilizacijo biomolekul in 
zmanjšal nespecifične interakcije celic s površino. Dekstran sem z natrijevim periodatom 
oksidirala po principu Malapradove reakcije ter ga kovalentno vezala na pore nosilca. Za 
določitev števila veznih mest sem razvila kvantitativno BCA metodo za določevanje 
karbonilnih skupin, ki je sicer namenjena določanju količine proteinov. V zadnjem sklopu 
poskusov pa sem na porozne polimerne nosilce vezala protitelesa proti antigenu CD20 in 
jih inkubirala v krvnem lizatu pacienta s KLL. Limfocite, ki so se vezali na porozne 
polimerne nosilce, sem opazovala s svetlobno in fluorescenčno konfokalno mikroskopijo. 
Ključne besede: afinitetna kromatografija, funkionalizacija poroznega polimernega 




Functionalization of a porous polymeric matrix with a dextran layer for cell 
adsorption 
 
Abstract: With the development of regenerative medicine and tissue engineering, the 
need to develop affinity chromatographic methods has increased. The bottleneck of 
  
 
chromatography, however, still remains the purification and isolation of large quantities 
of specific biologic mamcromolecules and nanoassemblies, including certain populations 
of cells, such as stem cells. Convective affinity chromatography is a very effective method 
for separating large biomolecules such as larger proteins, viruses, bacteriophages, DNA 
and cells. Monoliths have a characteristic porous structure where the pores are 
interconnected and thus allow the rapid exchange of molecules on the basis of convective 
mass transport. A very important challange, particularly connected to large 
macromolecules and cells, are non-specific interactions. Frequently this issue is solved 
by introduction of a hydrophilic layer. A common approach is the introduction of 
polyethylene glycol (PEG), however, for affinity chromatography, a better option is 
dextran with a higher number of reactive moieties, resulting in higher density of 
biologically active molecules. The introduction of dextrane layers was the main goal of 
this master thesis. 
The master thesis can be divided into three sections. In the first part I successfully 
prepared small volume porous polymer supports. This was followed by the chemical 
modification with ethylenediamine and carbonyldiimidazole. In the second set I focused 
on the development of dextrane layers, that will improve the covalent immobilization of 
biomolecules. I oxidized the dextran with the sodium periodate according to the principle 
of the Malaprad reaction and bound it covalently to the developed chromatographic 
columns. For the purpose of evaluating oxidized dextran, I implemented quantitative 
BCA methods for the determination of carbonyl groups, originally proposed for 
determination of proteins. In the last set of experiments, I prepared CDI and epoxy porous 
polymer supports on which I immobilized antibodies to the CD20 antigen and incubated 
them in the blood lysate of a patient with KLL. The lymphocytes bound to the porous 
polymer supports were observed by light and fluorescence confocal microscopy. 
 
Keywords: affinity chromatography, porous polymer support functionalization, dextran, 





1 PREGLED LITERATURE ..................................................................................................1 
1.1 AFINITETNA KROMATOGRAFIJA ...........................................................................................1 
1.1.1 Osnovni princip afinitetne kromatografije ..............................................................1 
1.1.2 Vrste kromatografskih nosilcev ...............................................................................3 
1.1.2.1 Delčni kromatografski nosilec ....................................................................................................... 4 
1.1.2.2 Monolitni kromatografski nosilec ................................................................................................. 5 
1.1.3 Monolitni nosilec za afinitetno kromatografijo .......................................................5 
1.2 METAKRILATNI MONOLITNI KROMATOGRAFSKI NOSILEC ..........................................................8 
1.2.1 Priprava GMA-EDMA monolita ...............................................................................9 
1.2.2 Ligand ...................................................................................................................11 
1.2.3 Kemijska modifikacija monolitnega nosilca in imobilizacija liganda .....................11 
1.2.3.1 Imobilizacija na epoksi skupino .................................................................................................. 12 
1.2.3.2 Kemijska modifikacija s 1,1'-karbonildiimidazolom (CDI) .......................................................... 12 
1.2.3.3 Metoda Schiff-ove baze .............................................................................................................. 13 
1.2.3.4 Kemijska modifikacija z etilendiaminom (EDA) in glutaraldehidom ......................................... 14 
1.3 DEXOX KOT AKTIVNA SKUPINA IN DISTANČNA ROČICA NA NOSILCU ..........................................14 
1.3.1 Dekstran ...............................................................................................................15 
1.3.2 Oksidirani dekstran (DexOx) .................................................................................16 
1.3.2.1 Oksidacija dekstrana po Malapradu ........................................................................................... 16 
1.3.2.2 Nadzorovana adsorpcija biomolekul na površino nosilca z DexOx ........................................... 18 
1.4 LOČEVANJE CELIC ...........................................................................................................19 
2 NAMEN DELA ............................................................................................................ 21 
3 MATERIALI IN METODE .............................................................................................. 23 
3.1 MATERIALI IN LABORATORIJSKA OPREMA ...........................................................................23 
3.1.1 Kemikalije in drobna oprema ................................................................................23 
3.1.2 Biološki material ...................................................................................................24 
3.1.3 Laboratorijska oprema..........................................................................................24 
3.2 EKSPERIMENTALNE METODE ............................................................................................25 
3.2.1 Priprava poroznih polimernih nosilcev ..................................................................25 
3.2.1.1 Določanje padca tlaka ................................................................................................................. 26 
3.2.1.2 Izračun prepustnosti poroznega polimernega nosilca ............................................................... 28 
3.2.1.3 Izračun velikosti por v poroznem polimernem nosilcu .............................................................. 29 
3.2.2 Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca ................................................30 
3.2.2.1 Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca s karbonildiimidazolom (CDI aktivacija) .... 30 
3.2.2.2 Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca z etilendiaminom (EDA aktivacija) ............ 31 
3.2.3 Priprava in vezava oksidiranega dekstrana (DexOx) .............................................32 
3.2.3.1 Oksidacija dekstrana (DexOx) ..................................................................................................... 32 
  
 
3.2.3.2 Kovalentna vezava DexOx na EDA porozni polimerni nosilec ................................................... 35 
3.2.3.3 Oksidacija DexOx-EDA poroznih polimernih nosilcev ................................................................ 35 
3.2.4 Imobilizacija biomolekul na funkcionaliziran porozni polimerni nosilec ................37 
3.2.4.1 Imobilizacija protiteles proti antigenu CD20+ ............................................................................ 37 
3.2.4.2 Imobilizacija proteina A na DexOx-EDA porozni polimerni nosilec ........................................... 37 
3.2.4.3 Umeritvena krivulja rProteina A ................................................................................................. 38 
3.2.5 Kolorimetrična metoda z bikinhonsko kislino (BCA metoda) .................................39 
3.2.5.1 Umeritvena krivulja glutaraldehida pripravljena z BCA metodo ............................................... 39 
3.2.5.2 Prečrpavanje DexOx poroznega polimernega nosilca z BCA delovnim reagentom.................. 41 
3.2.6 Mikroskopija .........................................................................................................42 
3.2.6.1 Svetlobna mikroskopija ............................................................................................................... 42 
3.2.6.2 Fluorescentna konfokalna mikroskopija..................................................................................... 42 
4 REZULTATI ................................................................................................................. 45 
4.1 VEZNA MESTA NA DEKSTRANU .........................................................................................45 
4.1.1 Kvantitativno določevanje aldehidnih skupin v DexOx ..........................................45 
4.1.2 Vpliv ponovne oksidacije dekstranskega sloja na število aldehidnih mest ............46 
4.1.3 Vezna mesta na dekstranskem sloju na poroznem polimernem nosilcu ...............47 
4.2 IMOBILIZACIJA RPROTEINA A NA EDA POROZNE POLIMERNE NOSILCE Z DEKSTRANSKIM SLOJEM ...50 
4.3 MIKROSKOPIJA ..............................................................................................................52 
4.3.1 Pregled poroznega polimernega nosilca z optičnim mikroskopom .......................52 
4.3.2 Pregled celic s konfokalnim fluorescenčnim mikroskopom ...................................52 
5 SKLEPNE UGOTOVITVE ............................................................................................... 55 
6 LITERATURA .............................................................................................................. 57 
Kazalo tabel 
Tabela 1: Biomolekule, ki so bile očiščene z afinitetno kromatografijo [3]. ................... 2 
Tabela 2: Primeri nekaj monolitnih materialov, ki se uporabljeni v afinitetni 
kromatografiji [13] ................................................................................................... 6 
Tabela 3: Kemikalije in drobna oprema ......................................................................... 23 
Tabela 4: Laboratorijska oprema .................................................................................... 24 
Tabela 6: Izmerjeni padci tlaka za 20 poroznih polimernih nosilcev. ............................ 27 
  
 
Tabela 8: Funkcionalizacija poroznih polimernih nosilcev s 75 %, 80 % in 85 % EDA 32 
Tabela 9: Priprava DexOx (raztopine 1, 2, 3, 4, 5)......................................................... 34 
Tabela 10: EDA porozni polimerni nosilci prečrpani z raztopinami DexOx ................. 35 
Tabela 11: Koncentracije NaIO4 za oksidacijo DexOx-EDA poroznih polimernih nosilcev
 ................................................................................................................................ 36 
Tabela 12: Izbrani porozni polimerni nosilci za imobilizacijo rProteina A ................... 37 
Tabela 13: Priprava umeritvene krivulje iz izmerjenih absorbanc pri različnih 
koncentracijah rProtein A pri valovni dolžini 260 nm ........................................... 38 
Tabela 14: Priprava umeritvene krivulje iz izmerjenih absorbanc pri različnih 
koncentracijah rProtein A pri valovni dolžini 280 nm ........................................... 38 
Tabela 15: Priprava umeritvene krivulje glutaraldehida ................................................ 40 
Tabela 16: Kvantitativno določevanje prvotnih aldehidnih skupin v raztopinah DexOx
 ................................................................................................................................ 45 
Tabela 17: Vezna mesta na dekstranskem sloju na 75 % EDA poroznem polimernem 
nosilcu ..................................................................................................................... 47 
Tabela 18: Vezna mesta na dekstranskem sloju na 80 % EDA poroznem polimernem 
nosilcu ..................................................................................................................... 48 
Tabela 19: Vezna mesta na dekstranskem sloju na 85 % EDA poroznem polimernem 
nosilcu ..................................................................................................................... 48 
Tabela 20: Imobilizacija rProteina A na porozne polimerne nosilce ............................. 50 
 
Kazalo slik 
Slika 1: Običajna shema postopka, ki se uporablja v afinitetni kromatografiji [4] .......... 3 
  
 
Slika 2: Delčni kromatografski nosilec [10] ..................................................................... 4 
Slika 3: Monolitni kromatografski nosilec, ki tvori mrežo kanalov skozi katerega teče 
mobilna faza. [10] ..................................................................................................... 5 
Slika 4: Vpliv velikosti molekule na vezno kapaciteto. Izračun vpliva premera molekule 
(d) na vezno kapaciteto (C), kjer je Ahex predstavlja območje molekule na površini 
ploskovno centrirane kocke, p je gostota molekule, Mw molekularna molska masa in 
N je Avogadrova konstanta. (Prirejeno po [34].) ..................................................... 7 
Slika 5: SEM posnetek metakrilatnega monolita (GMA-co-EDMA) pri povečavi a) 
10,000 x in b) 40,000 x [37] ..................................................................................... 8 
Slika 6: Tržno dostopni CIM® diski z ohišjem. [10] ........................................................ 9 
Slika 7: Shema polimerizacije GMA-EDMA [39] ......................................................... 10 
Slika 8: SEM sliki, ki prikazujeta morfološki učinek povečanja velikosti por z različnim 
razmerjem monomera (M) proti porogenu (P): a) M60 / P40 v/v %; b) M40 / P60 
v/v % [64] ............................................................................................................... 11 
Slika 9: Imobilizacija liganda na skupino epoksi (prirejeno po [13]) ............................ 12 
Slika 10: Kemijska modifikacija s karbonildiimidazolom (prirejeno po [13]) .............. 13 
Slika 11: Metoda Schiff-ove baze (prirejeno po [13]) .................................................... 13 
Slika 12: Kemijska modifikacija z a) etilendiaminom (EDA) in b) glutaraldehidom 
(prirejeno po [14]) .................................................................................................. 14 
Slika 13: Molekulska struktura dekstrana [52] ............................................................... 15 
Slika 14: Reaktivnost dekstrana. Vsaka posamezna enota ima tri hidroksilne skupine in 
reaktivnost hidroksila se znižuje v zaporedju C2 > C4 > C3. [53] ......................... 16 
Slika 15: Oksidacija glikola po Malapradu [56] ............................................................. 16 
Slika 16: Različne strukture oksidiranega dekstrana in nastanek hemiacetalov kot 
posledica napada hidroskilnih skupin na aldehidne skupine. [58] ......................... 17 
  
 
Slika 17: FTIR kontrolnega dekstrana, 10 % in 50 % oksidiranega dekstrana (DO). 
Absorbcijski vrh na valovni dolžini 1731 cm-1  je značilen za aldehidno skupino. [47]
 ................................................................................................................................ 18 
Slika 18: Encimi, ki so direktno imobilizirani na nosilec, bodo ostali aktivni, le v primeri 
njihove pravilne orientacije. Vsi encimi, ki pa bodo imobilizirani na nosilec z 
DexOx, bodo zmožni pretvorbe substrata. ............................................................. 19 
Slika 19: Postopek priprave monolitne kolone s termično polimerizacijo ..................... 25 
Slika 21: Kalup in shematski prikaz prečrpavanja poroznega polimernega nosilca ...... 31 
Slika 22: Vezava protitelesa na protein A, ki je vezan na aldehidni dekstran ................ 32 
Slika 23: Shematični prikaz oksidacije dekstrana in njegova vezava na EDA porozni 
polimerni nosilec ter ponovna oksidacija EDA poroznega polimernega nosilca z 
vezanim DexOx (prirejeno po [72]) ....................................................................... 33 
Slika 24: Rumeno obarvane raztopine DexOx ............................................................... 34 
Slika 25: Levo: EDA porozni polimerni nosilec v sveži raztopini DexOx, desno: EDA 
porozni polimerni nosilec po 20 h inkubaciji pri 30 ºC in 150 rpm ....................... 35 
Slika 26: Vezava DexOx na EDA porozni polimerni nosilec: rumena obarvanost nosilca 
po vezavi aldehidnega dekstrana na porozni polimerni nosilec (levo), razbarvanost 
poroznega polimernega nosilca po ponovni oksidaciji že vezanega aldehidnega 
dekstrana (desno). ................................................................................................... 36 
Slika 27: Shematski prikaz redukcije bakra in tvorba vijoličnega kompleksa Cu-2BCA, 
ki ga spektrofotometrično izmerimo pri 562 nm. ................................................... 39 
Slika 28: Priprava umeritvene krivulje glutaraldehida po BCA metodi in oksidiran 
dekstran ................................................................................................................... 42 
Slika 29: Primerjava obarvanega kompleksa na poroznem polimernem nosilcu z 
dekstranskim slojem (levo) in brez dekstranskega sloja (desno). .......................... 50 
Slika 30: Pregled poroznega polimernega nosilca z optičnim mikroskopom ................ 52 
Slika 31: Fluorescenčna mikroskopija poroznega polimernega nosilca brez protiteles pri 
A) 100 x povečavi in pri B) 400 x povečavi........................................................... 53 
  
 
Slika 32: Fluorescenčna mikroskopija poroznega polimernega nosilca z imobiliziranimi 
protitelesi proti antigenu CD20 in vezanimi limfociti. A) 100 x povečava 
imobilizirane strani z manj limfociti in B) 100 x povečava neimobilizirane strani z 
več limfociti ............................................................................................................ 54 
Kazalo grafov 
Graf 1: Prikaz linearnosti izmerjenega padca tlaka za 20 različnih poroznih polimernih 
nosilcev ................................................................................................................... 28 
Graf 2: Umeritvena krivulja rProteina A pri valovni dolžini 260 nm ............................ 38 
Graf 3: Umeritvena krivulja rProteina A pri valovni dolžini 280 nm ............................ 39 
Graf 4: Število aldehidnih skupin v glutaraldehidu ob upoštevanju, da ena spojina vsebuje 
dve aldehidni skupini .............................................................................................. 41 
Graf 5: Primerjava v koncentraciji aldehidnih skupin pred (1) in po (2) ponovni oksidaciji 
dekstranskega sloja ................................................................................................. 46 
Graf 6: Deleži na novo nastalih aldehidnih skupin po ponovni oksidaciji poroznih 
polimernih nosilcev ................................................................................................ 47 
Graf 7: Primerjava povprečnih koncentracij aldehidnih skupin, ki sem jih dobila na 
dekstranskem sloju na 75 %, 80 % in 85 % EDA poroznih polimernih nosilcih. .. 49 
Graf 9: Primerjava vezanega rProteina A s koncentracijo aldehidnih skupin na 






Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
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1 Pregled literature 
1.1 Afinitetna kromatografija 
Sodobni procesi za izolacijo produkta (t.i. downstream procesi) stremijo k hitrim in zelo 
učinkovitim metodam za pridobivanje velikih količin zelo čistih snovi. V ta namen se že 
več desetletji uporablja kromatografija. Kromatografija je prvič opisana že pred več kot 
sto leti z delom ruskega botanika Michaela Tswetta, ki je uporabljal kolonsko tekočinsko 
kromatografijo, v kateri je bila stacionarna faza trden adsorbent, mobilna faza pa tekočina. 
Takratna metoda je temeljila na uporabi steklene kolone napolnjene s kalcijevim 
karbonatom. Večji preboj, ki je privedel do razvoja sodobne dnevne kromatografije, pa 
je nastal iz dela Martina in Syngea. [1]  
Po podatkih Mednarodne zveze za čisto in uporabno kemijo (ang. International Union of 
Pure and Applied Chemistry, kratica IUPAC) je afinitetna kromatografija opredeljena kot 
tekočinska kromatografska tehnika, ki uporablja biološko specifično in reverzibilno 
interakcijo za izolacijo in analizo specifičnega analita znotraj vzorca. Prva znana uporaba 
afinitetne kromatografije je bila opisana leta 1910, ko se je Emil Starkenstein ukvarjal z 
izolacijo α-amilaze, pri tem pa se je poslužil kolone v kateri je kot ligand uporabil netopni 
škrob. Metoda, ki jo je uporabil Starkenstein, ni bila le prvi znani primer afinitetne 
kromatografije, ampak tudi eden najzgodnejših primerov separacije, kjer se je pri 
tekočinski kromatografiji uporabil encim ali beljakovina. Kmalu so se pojavila poročila 
o selektivnem čiščenju protiteles z biološkimi ligandi z uporabo imunoprecipitacije. [2] 
1.1.1 Osnovni princip afinitetne kromatografije 
Zaradi razvoja biomedicinske znanosti naraščajo potrebe po učinkovitih in aseptičnih 
tehnikah čiščenja in s tem tudi zanimanje za novosti na področju afinitetne 
kromatografije. V primerjavi s tradicionalnimi postopki čiščenja, kot so gelska 
izključitvena kromatografija, ionsko izmenjevalna kromatografija, kromatografija s 
hidrofobnimi interakcijami, lahko z afinitetno kromatografijo dosežemo izolacijo čiste 
oblike že v eni sami stopnji. [2] Princip metode je v tem, da se ciljno biomolekulo, katere 
separacijo želimo doseči, izpostavi nosilcu v katerem je imobiliziran njej specifičen, 
reverzibilen ligand. Pri tem bo prišlo do tvorbe kompleksa. Biološke interakcije med 
ligandom in tarčno molekule so lahko hidrofobne, elektrostatske, vodikove ali van der 
Waalsove. Poenostavljeno lahko celotni procesni postopek razdelimo na pet korakov: 
aktivacija nosilca, imobilizacija liganda na nosilec, adsorpcija ciljne biomolekule na 
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ligand, elucija in ponovna regeneracija afinitetne kolone, ki je nato ponovno na voljo za 
uporabo. [3] 
Afinitetna kromatografija postaja vedno bolj priljubljena metoda na področjih, ki segajo 
od biokemijskih in medicinskih raziskav, molekularne biologije, farmacevtskih ali 
kliničnih testiranj do biotehnologije, okoljskih analiz ter biofizikalnih meritev (tabela 1). 
[4]  
Tabela 1: Biomolekule, ki so bile očiščene z afinitetno kromatografijo [3]. 
1. Protitelesa in antigeni 
2. Encimi in inhibitorji 
3. Regulatorni encimi 
4. Dehidrogenaze 
5. Transaminaze 
6. Hormon–vezani proteini  
7. Vitamin–vezani proteini 
8. Receptorji 
9. Lektini in glikoproteini 
10. DNA in RNA geni 
11. Bakterij 
12. Virusi in fagi 
13. Celice 
14. Genetsko modificirani proteini 
15. Drugo  
 
V principu pri afinitetni kromatografiji uporabljamo dve mobilni fazi. V prvi mobilni fazi, 
ki jo imenujemo tudi nalagalni pufer, je raztopljena ligandu specifična biološka molekula. 
Tarčna molekula se bo med pretokom skozi stacionarno fazo reverzibilno vezala, saj ima 
do liganda večjo afiniteto kot ostali analiti. Preostali analiti bodo prešli skozi kolono. Pri 
tem lahko s spreminjanjem vrednosti pH, temperature, količine in hitrosti pretoka pufra 
odpravimo vse neželene interakcije. Po tem ko skozi kolono prečrpamo vso kompleksno 
mešanico, lahko z reagentom, ki sproži desorpcijo, spremenimo sestavo mobilne faze. 
Drugi mobilni fazi rečemo tudi elucijski pufer. Pri tem pride do porušenja vezi med tarčno 
in imobilizirano partnersko molekulo, saj ob spremenjenih pogojih ta kompleks ni več 
energijsko ugoden. Nestabilnost interakcij lahko dosežemo s spremembo 
kromatografskih pogojev, kot so temperatura, pH, ionska jakost in polarnost. Po 
odstranitvi tarčnih analitov, lahko separacijsko kolono regeneriramo s ponovnim 
nanosom prvotnega aplikacijskega pufra. To nam omogoča kontinuirano uporabo 
afinitetnih kolon (slika 1). [4, 5] 
 
L. Kunc: Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca z dekstranskim slojem za vezavo celic. 




Slika 1: Običajna shema postopka, ki se uporablja v afinitetni kromatografiji [4] 
1.1.2 Vrste kromatografskih nosilcev 
Eden najpomembnejših dejavnikov pri razvoju kromatografije, je material, ki se uporablja 
za imobilizacijo liganda. Idealno naj bi nosilec za uspešno uporabo v afinitetni 
kromatografiji in za imobilizacijo ligandov imel veliko specifično površino, ustrezno 
obliko, visoko rigidnost, zadostno permeabilnost, odsotnost nespecifičnih interakcij, 
kemijsko stabilnost in odpornost za mikrobne napade. [6] Poleg tega mora omogočati 
enostavno modifikacijo pred pripravo afinitetne kromatografije. [7] 
Prvi so bili nosilci so iz mehkih, elastičnih delcev z velikimi premeri. Tak primer so 
polisaharidni geli, npr. agaroza. Ti nosilci so zelo priročni, saj imajo majhen delež 
nespecifičnih vezav, so poceni, pretakanje poteka pod vplivom gravitacije in lahko se jih 
uporablja v širokem pH območju. Prav tako ne poškodujejo zelo občutljive 
tridimenzionalne strukture večjih molekul. Glavna slabost teh materialov pa je počasna 
difuzija molekul skozi nosilec, njihova razmeroma nizka učinkovitost in sposobnost 
ločevanja pri višjih pretokih in večjem delovnem tlaku. Posledično je omejen dostop 
večjih biomolekul do por. Ti nosilci se zaradi svojih lastnosti najpogosteje uporabljajo pri 
afinitetni kromatografiji nizke ločljivosti. [7] 
Alternativni nosilci so iz trdnejših materialov, ki temeljijo predvsem na silikatnih ali 
steklenih delcih. Togi nosilci zagotavljalo boljšo učinkovitost in mehansko stabilnost kot 
polisaharidni nosilci. Z uporabo alternativnih materialov, se je pojavila nova metoda, 
imenovana afinitetna kromatografija visoke ločljivosti (HPAC). Za HPAC so značilni 
nosilci, ki jih sestavljajo majhni, togi delci, ki so sposobni prenesti visoke pretoke in tlake. 
Mednje spada modificiran silicijev dioksid, steklo, zamrežena agaroza in hidroksiliran 
polistiren. Njihova stabilnost, učinkovitost in odpornost proti višjim tlakom ter višjim 
linearnim hitrostim, omogoča uporabo v HPLC. Kljub temu, da je HPAC dražji od 
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kromatografije nizke ločljivosti, HPAC omogoča večjo hitrost in natančnost, zaradi česar 
je uporabljan za številne analitične aplikacije. [7, 8] 
V splošnem se za stacionarno fazo uporabljajo delčni ali monolitni kromatografski 
nosilci. Za delčne nosilce je značilna omejitev z difuzijo, medtem ko je za monolitne 
nosilce značilen konvektivni prenos. [8] 
1.1.2.1 Delčni kromatografski nosilec 
Prevladujoči nosilci so porozni delci, ki omogočajo dobro ločljivost in visoko kapaciteto 
vezave. Po klasifikaciji IUPAC-a so mikropore pore manjše od 2 nm, mezopore so med 
2 in 50 nm, pretočne pore pa so po velikosti večje od 50 nm. [31] Večina aktivnih mest, 
kjer poteka ločevanje, se nahaj znotraj zaprtih por, zaradi česar se njihove lastnosti ob 
povečanju pretoka mobilne faze skozi sloj poroznih delcev, relativno hitro slabšajo. Ker 
tekočina znotraj por miruje, molekule do vezavnih mest potujejo zgolj na podlagi 
difuzijskega transporta, kar lahko opazimo na sliki 2. Zlasti pri makromolekulah z nizko 
mobilnostjo, lahko difuzija poteka tudi več ur, saj moramo zagotoviti dovolj časa, da 
pripotujejo do aktivnih mest. Posledica teh pomanjkljivosti je širjenje kromatografskih 
vrhov in slabša učinkovitost kolone pri visokih linearnih hitrostih. Slika 2 prikazuje nizko 
učinkovitost in kapaciteta nosilca, zaradi visoke difuzijske omejitve [8, 9, 10]. 
V začetku 90-ih let prejšnjega stoletja je prišlo do razvoja afinitetnih nosilcev, s katerimi 
bi rešili difuzijski problem. Pojavile so se tanke membrane iz različnih polimerov, 
pretočni in neporozni delci. Konec 20. stoletja se je povečalo zanimanje za neporozne 
delce, saj nimajo por in tako celotna adsorpcija poteka na površini delca. Uporabni so za 
hitre analize, vendar zaradi majhne aktivne površine nimajo visoke sposobnosti vezave. 
Problem z majhno površino se je delno rešilo z zmanjšanjem premera delcev. Vendar 
imajo kolone, napolnjeni s temi delci, izjemno velik padec tlaka. [9] 
 
 
Slika 2: Prikaz pretoka mobilne faze skozi sloj delcev (levo) in struktura poroznega 
delca (desno). [10] 
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1.1.2.2 Monolitni kromatografski nosilec 
Z namenom premagovanja večine zgoraj omenjenih pomanjkljivosti je bil predstavljen 
drugačen tip tekočinskih kromatografskih nosilcev, poimenovan monolit. 
Kromatografski monoliti imajo za razliko od delčnih nosilcev, pretočne pore (slika 3). [8] 
Ker struktura nosilca omogoča, da se molekule gibljejo skupaj z mobilno fazo, lahko 
izmenjava molekul med mobilno in stacionarno fazo poteka na podlagi konvekcije in ne 
difuzije. Konvektivni prenos prinaša tudi tokovno neodvisnost, zaradi česar se z višanjem 
pretoka učinkovitost ohranja. Prav tako imajo makromolekule visoko vezno kapaciteto in 
majhen padec tlaka, zaradi odprte strukture. [8, 11] 
 
Slika 3: Monolitni kromatografski nosilec, ki tvori mrežo kanalov skozi katerega teče 
mobilna faza. [10] 
V primerjavi s klasičnimi, delčnimi stacionarnimi fazami, lahko monolite uporabljamo 
predvsem pri čiščenju večjih proteinov (npr. imunoglobulinov), plazmidne 
deoksiribonukleinske kisline (DNK), virusov ter virusom podobnih delcev. 
Polimerizacija omogoča izdelavo monolitov v velikosti od nekaj mikrolitrov, t.i. 
analitskih kolon, ki se uporabljajo za medprocesno analizo biomolekul, pa vse do več 
literskih monolitov, ki se uporabljajo za čiščenje in separacije biomolekul na pilotnem in 
industrijskem nivoju. V zadnjem času pa je veliko zanimanje prav za mikrosisteme, pri 
katerih je potrebna manjša količina vzorca in mobilne faze. Posledično se zmanjšajo 
stroški odpadnih snovi in cena celotnega procesa. [33]. 
1.1.3 Monolitni nosilec za afinitetno kromatografijo 
Monolitni nosilec lahko definiramo kot nosilec iz enega samega kosa poroznega 
materiala, v katerem pore tvorijo močno povezano mrežo pretočnih kanalov, ki so 
homogeno razporejeni po celotnem sloju. [12] Po hidrodinamskih lastnostih so monoliti 
podobni membranam. Vendar so monoliti, v nasprotju z membranami, zgrajeni iz 
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mikronskih kroglic med katerimi so pretočne pore. Prav tako jih lahko pripravimo v 
različnih oblikah in dimenzijah. Lahko so v obliki kolone, diska, kapilare in mikročipa. 
[4, 12] 
Prvi poskus priprave monolita je opisan leta 1967, ko so za namen izključitvene 
kromatografije sintetizirali monolitni gel. Pripravili so ga s polimerizacijo na osnovi 
prostih radikalov v vodni raztopini, ki je vsebovala 2-hidroksietilmetakrilat in etilen 
dimetakrilat (EDMA). [13] Nekaj poskusov priprave monolitov je bilo v poznih 60-ih in 
zgodnjih 70-ih 20. stoletja, vendar se je pravi preboj zgodil v devetdesetih letih. Prvi 
znanstveni članek druge moderne dobe je leta 1989 objavil Hjerten s sodelavci, kjer so 
predstavili kontinuiren sloj poliakrilamidnega gela. Uporabili so ga za ločbo proteinov z 
ionsko-izmenjevalno kromatografijo. [14] Temu je kmalu sledilo uvajanje metakrilatnih 
in silikatnih monolitov [8]. Danes že lahko dobimo različne vrste monolitov, glede na 
metodo priprave, njihovo morfologijo in kemijo. Glede na kemijsko sestavo lahko 
monolite delimo na naravne (npr. agaroza, celuloza, dekstran, hitozan), silikatne in 
sintetične (npr. poliakrilamid, polistiren in polimetakrilat) [13]. 
Tabela 2: Primeri nekaj monolitnih materialov, ki se uporabljeni v afinitetni 
kromatografiji [13] 
Monolitni material Ligand Analit Referenca 
GMA-EDMA 
Peptidi 
Antipeptidna protitelesa [15] 
t-Plazminogeni aktivator [16] 
Koagulacijski faktor VIII [17] 
Lizocim [18] 
Protein A, protein G 
in protein L 
Imunoglobulini [19] 
Imunoglobulini  Protein G [30] 
mAB FLAG-fuzijski protein [20] 






Kelirana kovina His-tag fuzijski protein [23] 
Protein A Inkluzijska telesca [24] 
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Poleg konvektivnega transporta, imajo monoliti še druge edinstvene lastnosti [8, 12, 13, 
63]: 
 Kontrolirana velikost por, s čimer povečamo interakcije makromolekul z veznimi 
mesti na nosilcu. 
 Sposobnost funkcionalizacije nosilca, kar omogoča vpeljavo željenih 
funkcionalnih skupin in preprečevanje nespecifičnih interakcij z ostalimi analiti. 
 Kontrolirana količina in gostota veznih mest. 
 Omogoča kemijsko in mehansko stabilnost, saj kromatografski nosilec prenese 
višje tlačne obremenitve in regeneracijo kolone, brez, da bi pri tem prišlo do 
razpadanja skupin.  
 Velika specifična površina. 
 Ločljivost in vezna kapaciteta vezave sta neodvisni od pretoka, kar je posledica 
strukture nosilca, ki omogoča konvektivni transport. 
 Visoka vezna kapaciteta za makromolekule, saj lahko v pretočnih kanalih 
dosežejo vsa aktivna mesta. Na sliki 4 lahko vidimo, da je se vezavna kapaciteta 
veča z velikostjo molekule (molekula je bila prikazana v obliki krogle).  
 Majhne difuzijske izgube. 
 Sposobnost doseganja hitre separacije molekul z visoko ločljivostjo (od nekaj 
sekund do nekaj minut). 
 Nizki stroški materiala in proizvodnje. 
 
 
Slika 4: Vpliv velikosti molekule na vezno kapaciteto. Izračun vpliva premera molekule 
(d) na vezno kapaciteto (C), kjer je Ahex predstavlja območje molekule na površini 
ploskovno centrirane kocke, p je gostota molekule, Mw molekulska masa in N je 
Avogadrova konstanta. (Prirejeno po [34].) 
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1.2 Metakrilatni monolitni kromatografski nosilec 
Od raznolike ponudbe monolitnih materialov, so metakrilatni polimeri deležni večje 
pozornosti kot drugi. To lahko pripišemo njihovi sorazmerno enostavni pripravi, 
funkcionalnosti in temu, da jih lahko izdelamo z visoko stopnjo makroporoznosti. [32] 
Metakrilatni monoliti so bili prvič opisani leta 1990, vendar se je njihov razvoj začel že 
nekaj let prej. Gonilna sila za njihov razvoj, je bila hipoteza, da se za ločevanje beljakovin 
uporablja le majhen del kromatografske plasti. Namreč za čiščenje večjih molekul mora 
biti dolžina kolone kratka, saj se s tem zmanjša padec tlaka in možnost nespecifičnih 
vezav. Zaradi teh razlogov in z izkušnjami o pripravi metakrilatnih kroglic je rusko-češka 
ekipa leta 1987 začela z razvojem nove tehnologije, t. i. membranske kromatografije 
visoke ločljivosti (HPMC). Istega leta so bili uspešno pripravljeni prvi metakrilatni 
monoliti in vložena je bila prijava za patent. Sedaj se metakrilati uporabljajo kot 
biosenzorji, bioreaktorji, v zaključnih procesih na področju HPLC-ja za čiščenje 
makromolekul in v industrijskem čiščenju pDNA za genetske terapije. Prav tako, se 
nosilci uporabljajo za imobilizacijo encimov, kot so polinukleotid fosforilaza, glukoza 
oksidaza in citrat dehidrogenaza. [8] 
Metakrilatni monolit nastane v procesu proste radikalne polimerizacije ob prisotnosti 
oborine. Splošni postopek za pripravo polimerizacijske mešanice vključuje dodajanje 
izbranih monomernih enot, zamreževalca, iniciatorja in topila (t.i. porogena), ki 
izoblikuje pore. Polimerizacija se začne z dovoljšnim razpadom iniciatorja, ki ga lahko 
sprožimo toplotno ali svetlobno. Pri tem prosti radikalni iniciator razpade in inicirajoči 
radikali začnejo postopek polimerizacije v raztopini. Različna hitrost razpada iniciatorja 
se odraža v različno velikih porah in različnih mehanskih lastnostih.  Izoblikovani polimer 
je netopen in se izobari, kar ima za posledico porozno polimerno mrežo (slika 5). Z 
različno stopnjo razvejanosti začetnih oligomerov, lahko vplivamo na elastičnost 
monolita in s tem posledično na končne mehanske lastnosti. [35-36 ] 
 
Slika 5: SEM posnetek metakrilatnega monolita (GMA-co-EDMA) pri povečavi a) 
10,000 x in b) 40,000 x [37] 
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Strukturne lastnosti monolita so odvisne predvsem od postopka polimerizacije. Potrebno 
je najti ustrezno razmerje med porazdelitvijo velikosti por, optimalno specifično površino 
in mehanskimi lastnostmi. Optimalna velikost pore je odvisna predvsem od vrste in 
velikosti molekul, ki jih želimo ločiti. Ker so metakrilatni monoliti prvenstveno 
namenjeni za ločevanje večjih molekul, so zato bolj zaželene makropore. Tennikova se 
je leta 1998 skupaj s sodelavci ukvarjala s testiranjem monolitov različne poroznosti, pri 
čemer so ugotovili, da je optimalna separacija proteinov srednjih velikosti, dosežena pri 
porah v velikosti 700 nm. [35-36] 
Najpogosteje uporabljeni monoliti so tisti, ki temeljijo na makroporoznem kopolimeru 
glicidil metakrilatu in etilen dimetakrilatu ali GMA-EDMA. V primerjavi z drugimi, ima 
polimer GMA-EDMA na površini epoksi skupine, ki jih je mogoče enostavno pretvoriti 
v različne funkcionalne skupine, primerne za nadaljnjo imobilizacijo ligandov. Do sedaj 
je bilo opisanih več različnih oblik, so največ pa se uporabljajo monolitne kolone s tankim 
lojem. Taki komercialno dostopni metakrilatni nosilci so znani pod imenom CIM®. [11, 
38] 
 
Slika 6: Tržno dostopni CIM® diski z ohišjem. [10] 
 
1.2.1 Priprava GMA-EDMA monolita 
Monolit se pripravi v zaprtem kalupu, v katerem je reakcijska homogena mešanica enega 
ali več monomerov, ki imajo različne funkcionalne skupine. Mešanici je potrebno dodati 
še topilo oz. porogen in temperaturno odvisen radikalski iniciator, ki sproži zamreževanje 
monomerov. Temu sledi polimerizacija pri določeni temperaturi. [4] Verižna 
polimerizacija je sestavljena iz različnih reakcij. To so iniciacija, propagacija, prenos 
radikala in terminacija. Hitrost slednje je odvisna od dolžine vezi prostega radikala, na 
katerem poteka terminacija in temperature, tlaka, konverzije monomera ter viskoznosti 
sistema. 
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Sinteza glicidilmetakrilat-ko-etilen dimetakrilat (GMA-EDMA) monolita poteka s 
termično radikalsko polimerizacijo (slika 7). Osnovna reagenta sta alkena glicidil 
metakrilat (GMA) in etilenglikol dimetakrilat (EDMA), ki služi kot zamreževalec in 
nastalemu polimeru daje večjo trdnost. Višja alkohola cikloheksanol (CyOH) in 
dodekanol (DoOH), pa se uporabljata kot porogena. Polimerizacija se inicira termično, 
najpogosteje se uporabljata dibenzoil peroksid (BPO) in AIBN. S polimerizacijsko 
mešanico napolnimo kalup, ga zatesnimo ter postavimo v vodno kopel. Monoliti imajo 
na celotni površini proste epoksi skupine na katere se lahko direktno imobilizirajo ligandi 
v enem samem koraku. [8] 
 
Slika 7: Shema polimerizacije GMA-EDMA [39] 
Ko temperatura narašča, se iniciator razgradi in v raztopini se začnejo oblikovati 
polimerizacijska jedra. Topnost nastajajočih jeder se z velikostjo manjša, posledično se 
jedra začnejo obarjati v obliki kroglic. Monomeri so za polimer termodinamično boljša 
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topilna sredstva kot porogeni, zato oborjena jedra nabreknejo z monomeri. Po končani 
reakciji porogeni še vedno ostanejo ujeti v strukturo, zato je potrebno spiranje s topilom. 
[8] Sestava polimerizacijske mešanice močno vpliva na velikost por in skupno poroznost, 
predvsem razmerje med monomeri in porogeni, kar lahko vidimo na sliki 8. Na 
porazdelitev por prav tako vpliva tudi temperatura polimerizacije. [8] 
 
Slika 8: SEM sliki, ki prikazujeta morfološki učinek povečanja velikosti por z različnim 
razmerjem monomera (M) proti porogenu (P): a) M60 / P40 v/v %; b) M40 / P60 v/v % 
[64] 
1.2.2 Ligand 
Imobilizacijo afinitetnega liganda lahko definiramo kot vsako omejitev prostega gibanja 
biomolekule, z namenom, da se poslužujemo njene biološke aktivnosti. Med kovalentno 
vezavo liganda na nosilec nastane kovalentna vez, sama kemijska reakcija pa mora 
potekati pri pogojih, ki ne bodo zmanjšale biološke aktivnosti imobiliziranega liganda. S 
kovalentno imobilizacijo omogočimo tudi višjo stabilnost liganda in manjšo desorpcijo. 
Glede na to s katero kemijsko skupino ligand reagira za vezavo s tarčno biomolekulo, je 
odvisno kakšne kemijske skupine želimo uporabiti na nosilcu za imobilizacijo. [41] 
Velikokrat se zgodi, da pride do ovire pri nastanku vezi med ligandom in tarčno 
biomolekule, saj so nekatera aktivna mesta pomaknjena v notranjost in težje dostopna. 
Ligandi z dolgimi ročicami so v tem primeru zelo uporabni, saj pripomorejo, da se ta 
pravilno orientira in postanejo aktivna mesta bolj dostopna. [8] 
1.2.3 Kemijska modifikacija monolitnega nosilca in imobilizacija liganda 
Prednost uporabe GMA-EDMA monolitov je v tem, da se epoksi skupine, ki jih 
zagotavlja GMA, lahko neposredno uporabijo za imobilizacijo raznih molekul, ki 
vsebujejo nukleofilne funkcionalne skupine, kot so aminske, hidroksi ali tiolne skupine. 
Ta pristop, znan kot "epoksi metoda", je razmeroma enostaven za izvedbo. Vendar pa je 
njihova kinetika vezave zelo počasna, prav tako so epoksi skupine dovzetne za hidrolizo, 
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kar lahko povzroči manjše količine imobiliziranega liganda kot druge razpoložljive 
metode vezave amina. Velika količina nezreagiranih epoksi skupin postane tako 
potencialni vir reakcij z ostalimi molekulami v vzorcu. Prav zaradi tega, se epoksi skupine 
raje pretvori v drugo aktivirano obliko za pritrditev ligandov. [4] 
Kemijsko modifikacijo lahko opredelimo kot kemijsko spremembo reaktivnih skupin na 
nosilcu, ki bo tvorila stabilno vez z ligandom in zmanjšala nespecifične interakcije. 
Najpogostejše metode aktivacije so aktivacije z diamini, sulfonil kloridom, 
cianobromidom, bis-epoksidom, N'N'-disubstituiranim karbodiamidom, natrijevim 
periodatom, bisoksiranom, N-hidroksi sukcinimidnim estrom, hidrazini in z reduktivno 
aminacijo. [41] Epoksi skupine kemijsko najpogosteje modificiramo v 
karonildiimidazolne, aldehidne in aminske skupine. [40]  
1.2.3.1 Imobilizacija na epoksi skupino 
Imobilizacija vključuje nukleofilni napad epoksi skupine na monolitu z amino skupino na 
protein ali ligandu, kar vodi do nastanka stabilne sekundarne aminske povezave (slika 9). 
To tehniko spajanja so na monolitne disku uporabili za imobilizacijo proteina G, proteina 
A, proteina L [42], BSA in bradikinina [43]. Ta metoda se lahko izvede v enem koraku, 
vendar ima počasnejšo stopnjo reakcije kot druge razpoložljive metode. To lahko 
povzroči majhne količine imobiliziranega liganda ali dolge čase imobilizacije. Glede na 
reakcijske pogoje lahko to metodo uporabimo za ligande, ki vsebujejo aminske, 
sulfidrilne ali hidroksilne skupine. [13] 
 
Slika 9: Imobilizacija liganda na skupino epoksi (prirejeno po [13]) 
1.2.3.2 Kemijska modifikacija s 1,1'-karbonildiimidazolom (CDI) 
Naslednja tehnika, ki se lahko uporablja za kovalentno imobilizacijo, je metoda 
karbonildiimidazola (CDI). Ko se uporablja z monolitom GMA-EDMA, se ta postopek 
začne s pretvorbo epoksi v diolne skupine. Ti dioli nato reagirajo s 1,1'-
karbonildiimidazolom, da nastanejo skupine imidazolkarbamata (slika 10). Ta aktivirana 
podpora se lahko uporablja pri imobilizaciji liganda z nukleofilno substitucijo, ki se lahko 
zgodi med aktiviranimi mesti in primarnimi amini na proteinu ali ligandu, kar ima za 
posledico stabilno amidno povezavo. Metoda CDI je bila z metakrilatnim nosilcem 
uporabljena za imobilizacijo L-histidina [44], HSA [21] in protiteles [13, 40].  
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Slika 10: Kemijska modifikacija s karbonildiimidazolom (prirejeno po [13]) 
1.2.3.3 Metoda Schiff-ove baze 
Aldehidno modifikacijo ali metodo Schiff-ove baze uporabimo tako, da epoksi skupine 
na površini monolita najprej hidroliziramo do diolne skupine. Diolne skupine nato 
oksidiramo z natrijevim periodatom (NaIO4), da dobimo aldehidne skupine. V 
naslednjem koraku, ko se tvorijo Schiff-ove baze, se aldehidne funkcionalne skupine 
vežejo na amine, ki so na proteinih ali drugih ligandih. Sam nastanek kovalentne vezave 
med ligandom in monolitnim nosilcem omogoča reakcija reduktivne aminacije. Ker gre 
za reverzibilno reakcijo, se Schiffova baza ob dodatku natrijevega cianoborohidrida 
(NaCNBH3) reducira v stabilnejši, sekundarni amin (slika 11). Ta metoda ima po navadi 
hitrejšo reakcijo kot metoda epoksi in daje večjo aktivnost kot mnoge druge metode 
vezave na osnovi amina. Glavna pomanjkljivost te metode je uporaba reducirnih snovi, 
ki lahko vplivajo na imobiliziran ligand (npr. natrijev borohidrid). Metoda Schiff-ove 
baze je bila uporabljena z monoliti GMA-EDMA za imobilizacijo proteina A [44], HSA 
[21] in protiteles [40]. Zelo podobna metoda je modifikacija z glutaraldehidom. [13, 45] 
 
Slika 11: Metoda Schiff-ove baze (prirejeno po [13]) 
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1.2.3.4 Kemijska modifikacija z etilendiaminom (EDA) in glutaraldehidom 
Ena od možnosti, da postanejo aktivna mesta bolj dostopna za tarčne molekule, je uporaba 
distančnika med nosilcem in ligandom, kar je koristno pri preprečevanju steričnih ovir pri 
delu z majhnimi ligandi. [13] 
Pri tej metodi se epoksi skupine na monolitu najprej pretvorijo v amino obliko. Najbolj 
enostavni za uporabo so linearni ogljikovodiki, ki imajo na vsakem koncu verige na voljo 
funkcionalno skupino za vezavo. Primer je sinteza z etilendiaminom, ki ima le dva 
ogljikova atoma (slika 12a). Amino skupina nato reagira z glutaraldehidom, posledično 
dobimo aktiviran nosilec z aldehidi (slika 12b). Ta metoda se uporablja za imobilizacijo 
proteina A [44] in tripsina [46] na metakrilatni nosilec. Ta pristop ima tako kot Schiff-
ova metoda, številne prednosti, vendar je za pripravo nosilca potrebnih več korakov. [13] 
 
 
Slika 12: Kemijska modifikacija z a) etilendiaminom (EDA) in b) glutaraldehidom 
(prirejeno po [14]) 
 
1.3 DexOx kot aktivna skupina in distančna ročica na nosilcu 
Verjetno najpogosteje uporabljen polimer za nizko-vezavno celično površino je polietilen 
glikol (PEG). Čeprav je PEG zelo učinkovit zaščitni sloj, ki omeji vezavno površino na 
nosilcu, ima nizko vezavno kapaciteto, saj nudi le eno vezavno mesto. Posledično je na 
nosilec imobilizirana nizka koncentracija peptidov. [47] 
Pred kratkim so začeli s proučevanjem dekstrana, saj je potencialno zaželena alternativa 
polietilen glikolu (PEG) kot nizko proteinski osnovni premaz za površinsko imobilizacijo 
bioaktivnih molekul. Klinično so dekstrane že uporabljali kot sredstvo za povečanje 
volumna plazme, izboljšanje perifernega pretoka in kot antitrombolitično sredstvo.  
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Dekstran je skupni izraz za razred glukanov, ki jih ekstracelularno sintetizirajo pripadniki 
različnih bakterijskih rodov, kot so Lactobacillus, Leuconostoc in Streptococcus. 
Dekstran je nevtralen, kompleksen, razvejan polisaharid D-glikopiranoz, ki so med seboj 
povezane z α-(1-6) kot tudi z α-(1-4) glikozidnimi vezmi. S pomočjo encima 
dekstransukrazo se sintetizira zunaj celice, saj le-ta katalizira saharozo, ki proizvede D-
fruktozo in D-glukozo, in slednjo prenese v akceptor, da tvori dekstran. [49] 
 
Slika 13: Molekulska struktura dekstrana [52] 
Razvejanost dekstrana je odvisna od proizvodnega postopka, saj so lahko prisotne veje, 
ki vsebujejo α-(1, 2), α-(1, 3) in α-(1, 4) povezave. Primer molekulske strukture dekstrana 
je vidna na sliki 13. Najpogosteje uporabljena bakterijska seva sta Leuconostic 
mesenteroides NRRL B512F in Leuconostic mesenteroides NRRL B1299. Prvi dekstran 
ima 95 % α- (1, 6) povezav in 5 % α-(1, 3) povezav, medtem ko ima  drugi 63 % α-(1, 6), 
27 % α-(1, 2 ) in 8 % α-(1, 3) povezav. Glede na uporabljene mikroorganizme se fizikalne 
in kemijske lastnosti proizvedenih dekstranov lahko zelo razlikujejo. [50] 
Vedno večje zanimanje za uporabo dekstrana v biomedicini se nanaša na njegovo dobro 
biokompatibilnost, netoksičnost, hidrofilnost in razgradnjo z dekstranazami, encimi, ki 
so prisotni v črevesju, ledvicah, pljučih in vranici. Prav zaradi teh lastnosti se ga za 
različne namene uporablja v medicini, biokemiji, prehrambni, embalažni in farmacevtski 
industriji. [49] Zlasti sulfatni dekstran se lahko uporablja kot nadomestek heparina v 
antikoagulantni terapiji. [50]  
Za razliko od drugih polisaharidov, ki imajo veliko različnih funkcionalnih skupin (npr. 
amine in amide), imajo dekstrani le hidroksilne skupine, ki pa ne podpirajo vezavo celic. 
[47, 48] V vsaki ponavljajoči se enoti ima dekstran tri hidroksilne skupine (slika 14), 
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reaktivnost posameznih hidroksilnih skupin pa se zmanjša v vrstnem redu C2 > C4 > C3. 
Posledično bi lahko dekstran natančno oblikovali s kemičnimi modifikacijami za različne 
namene. [51, 53] 
 
Slika 14: Reaktivnost dekstrana. Vsaka posamezna enota ima tri hidroksilne skupine in 
reaktivnost hidroksila se znižuje v zaporedju C2 > C4 > C3. [53] 
1.3.2 Oksidirani dekstran (DexOx) 
Eden od načinov za aktivacijo nevtralnih polisaharidov, je periodatna oksidacija, ki 
omogoča vnos potrebne količine aldehidnih skupin v polimer. Polisaharidni aldehidi 
lahko reagirajo z derivati amina in hidrazina, da dobimo azometine in hidrazone. Ta 
reakcija poteka v blagih pogojih in se uporablja za fiksiranje antibiotikov, encimov in 
drugih beljakovinskih spojin ter biološko aktivnih hidrazidov na polisaharidni nosilec. 
1.3.2.1 Oksidacija dekstrana po Malapradu 
Prvi, ki je poročal o uporabi periodatnega aniona za oksidativno cepitev dekstrana, je bil 
L. Malaprade leta 1928. Od takrat naprej je bila periodatna oksidacija glikola (1,2-diola) 
znana kot oksidacija po Malapradu (slika 15). [54]  
Malaprad-ova reakcija je oksidacija sosednjih diolov s periodatno kislino ali njeno soljo 
(natrijevim periodatom) v vodni raztopini. Z namenom, da povečamo topnost organskih 
substratov, lahko v reakcijsko raztopino dodamo topila, kot so etanol, metanol in ocetna 
kislina. Hidroksilna skupina se oksidira v aldehid ali ketonsko skupino, karbonilna 
skupina se oksidira v karboksilno skupino, amino skupina pa se pretvori v aldehidno 
skupino in amoniak (ali substituiran amin v primeru sekundarnega amina). [55] 
 
Slika 15: Oksidacija glikola po Malapradu [56] 
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Oksidacija dekstrana s periodatnim ionom je vodna reakcija, brez uporabe katalizatorja. 
Struktura glukopiranoznega obroča vsebuje vicinalni diol, zaradi česar sta med 
ogljikovimi atomi C2, C3 in C4 prisotne dve oksidativne vezi. V vsakem primeru je 
rezultat oksidacije nastanek aldehidne skupine na C3 atomu. Za nastanek druge aldehidne 
skupine, pa sta dve možnosti. Lahko nastane na atomu C2 ali C4. Sčasoma bi naslednja 
(druga) oksidacija obeh struktur ponovno privedla do nastanka dveh aldehidnih skupin na 
C2 in C4 atomu. Nastanek dikarbonilnih skupin lahko sočasno spremljamo s padcem 
vrednosti pH, saj se C3 pri tem pretvori v metanojsko kislino. [57] 
Ker so nastali aldehidi izjemno reaktivni in jih sosednje hidroksilne skupine zlahka 
napadejo, tvorjenih aldehidnih skupin ne moremo detektirati s FTIR (Fourierjevo 
transformacijsko infrardečo spektroskopijo) ali NMR spektroskopijo (razen v prvi fazi 
oksidacije). Kot lahko vidimo na spodnji sliki 16, napad aldehidnih skupin vodi v 
nastanek hemiacetalov. [56-58]. 
 
Slika 16: Različne strukture oksidiranega dekstrana in nastanek hemiacetalov kot 
posledica napada hidroskilnih skupin na aldehidne skupine. [58] 
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1.3.2.2 Nadzorovana adsorpcija biomolekul na površino nosilca z DexOx 
Modifikacija nosilca z DexOx, lahko poveča njegove biokompatibilne in hidrofilne 
lastnosti. Leta 2006 je S. Martwiset s sodelavci v članku opisal, da se je z uporabo 
različnih velikosti oz. razvejanosti dekstrana in z različno stopnjo oksidacije dekstrana, 
zmanjša adsorpcija proteinov na površino silikatnega nosilca. Prav tako so ugotovili, da 
je stopnja oksidacije ključnega pomena. [59]. Aplikacija DexOx kot površinski premaz, 
lahko prepreči nespecifično interakcijo biomakromolekul z nosilcem. Ta lastnost je 
izrednega pomena, sploh pri afinitetni kromatografiji, kjer je zaželena močna interakcija 
s ciljnimi molekulami. [59] 
Stephen P. Massia je s sodelavci v reviji Biomaterials objavil svoje rezultate, kjer so s 
FTIR potrdili prisotnost aldehidnih skupin na oksidiranem dekstranu (slika 17). Pri 50 % 
oksidiranem dekstranu (DO), so opazili majhen vrh, ki se nahaja na 1731 cm-1, ki je 
značilen za aldehidne funkcionalne skupine (na podlagi zbranih IR spektrov). Na 10% 
OD pa ni bilo zaslediti nobenega vrha. [47] 
 
Slika 17: FTIR spekter kontrolnega dekstrana, 10 % in 50 % oksidiranega dekstrana (DO). 
Absorpcijski vrh na valovni dolžini 1731 cm-1  je značilen za aldehidno skupino. [47] 
Kot sem že omenila, je prednost uporabe DexOx kot distančne ročice, povezana z njegovo 
strukturo - oblika tuljave, ki daje visoko mobilnost vsaki molekuli, ki je nanjo pritrjena 
(slika 18). 
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Slika 18: Encimi, ki so direktno imobilizirani na nosilec, bodo ostali aktivni le v primeri 
njihove pravilne orientacije. Vsi encimi, ki pa bodo imobilizirani na nosilec z DexOx, 
bodo zmožni pretvorbe substrata.  
1.4 Ločevanje celic 
Ločevanje celic je proces odstranjevanja ene celične vrste od heterogene populacije brez 
kontaminacije. Uporaba visoko selektivnih postopkov ločevanja celic je dandanes 
uporabno orodje v bioloških in biomedicinskih raziskavah ter pri klinični terapiji. Ta 
metodologija se vse pogosteje uporablja na področju tkivnega inženirstva in 
regenerativne medicine. Ker pa se celice, predvsem matične celice, vedno ne razlikujejo 
po svojih fizikalnih lastnostih, kot so velikost, gostota in naboj, je treba celice ločiti na 
podlagi neke druge značilnosti. Prav zato, se celice loči glede na število in vrsto molekul 
- glikolipidov, beljakovin ali glikoproteinov, ki so prisotni na celični površini. [60] Pri 
separaciji celic je ključnega pomena, da med samim postopkom celic ne poškodujemo ter 
ohranimo njihovo viabilnost in biološko funkcijo. [61] Leta 1967 sta Plotz in Talal izvedla 
prvi poskus celične separacije s kromatografijo, kjer sta s pomočjo steklenih kroglic, 
modificirane z agarozo in poliklonalnimi δ-globulini, ločila podganje celice vranice. [60] 
Celice so po svoji velikosti relativno velike (večje od virusov), krhke in občutljive na 
strižne sile. Ker je njihova difuzivnost zanemarljiva lahko uporabljamo le konvektivni 
transport. Neprekinjeni makroporozni kanali monolitnega nosilca zagotavljajo rešitev, s 
katerimi se soočamo pri ločevanju celic. Separacija celic najpogosteje poteka s pomočjo 
specifičnih protiteles, ki so vezani na kromatografski nosilec. Medtem, ko celice 
prehajajo skozi nosilec, se bodo tiste z ustreznimi površinskimi antigeni vezale na 
protitelesa. Ključni pogoj celične afinitetne kromatografije, je zasnova ustreznega 
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nosilca, ki bo omogočal visoko čistost celic, brez dodatnih korakov čiščenja, ter ustrezna 
desorpcija celic s površine. Ravno desorpcija celic predstavlja ozko grlo monolitne 
afinitetne kromatografije. [62] 
Leta 2003 je Kumar skupaj s sodelavci objavil študijo specifičnega frakcioniranja in 
ločevanje človeških perifernih limfocitov v kromatografski koloni. Protein A iz 
Staphylococcus aureus, ki je bil kovalentno vezan z epoksi aktiviranim 
dimetilakrilamidnim kriogelnim matriksom, je specifično vezal IgG – nosilne - B-
limfocite skozi Fc območje, medtem ko so T-limfociti prehajali skozi kolono. Več kot 90 
% limfocitov B je bilo zadržanih v koloni, celice v prebojni frakciji pa so bile obogatene 
s T-limfociti (81 %). [62] 
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2 Namen dela  
Namen mojega dela v sklopu magistrske naloge je bil: 
- Kemijsko modifikacirati porozne polimerne nosilce s karbonildiimidazolom (CDI) in z 
različnimi deleži etilendiamina (EDA). 
- Dosedanja literatura na področju dekstrana, predvsem študije o njegovi večnamenski 
uporabi, kaže na njihovo vedno pogostejšo uporabo v biomedicini. Prav zato sem se 
odločila za pripravo aldehidnega dekstrana kot aktivno skupino in distančno ročico na 
poroznem polimernem nosilcu. V sklopu svojega dela sem želela pripraviti raztopine 
dekstrana in jih oksidirati po Malapredu. 
- Prav tako sem želela preučiti vpliv ponovne oksidacije poroznih polimernih nosilcev po 
inkubaciji z oksidiranim dekstranom, zato sem en porozni polimerni nosilec izvzela iz 
ponovne oksidacije.  
- Preveriti uspešnost uporabe BCA metode za določanje deleža aldehidnih skupin.  
- Ugotoviti ali je delež aldehidnih skupin na poroznem polimernem nosilcu sorazmeren z 
deležem imobiliziranega rProteina A. 
- Poleg tega sem želela ugotoviti, če lahko na CDI porozne polimerne nosilce s pomočjo 
imobiliziranih protiteles vežemo specifično vrsto levkocitov.  
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali in laboratorijska oprema 
3.1.1 Kemikalije in drobna oprema 
Tabela 3: Kemikalije in drobna oprema 
Proizvajalec Kemikalije in drobna oprema 
Abbott Molecular DAPI 
  
Mikrotitrske plošče Corning Life, Science, Japonska 
  
Henke-Sass Wolf, Nemčija Injekcijske brizge 
  
Merck Millipore, Nemčija Dekstran, 70 000 g/mol 
 Dinatrijev hidrogen fosfat (Na2HPO4) 
 Glutaraldehid 
 HCl, 37,0 % 
 NaCl 
 Natrijev fosfat (NaH2PO4) 
  
Multivario, Slovenija Prozorne akrilne cevke (» pleksi steklo «) 
  
Sigma-Aldrich, ZDA Cikloheksanol, 99,0 % 
 Dodekanol, 98,0 % 
 Etilenglikol dimetakrilat (EDMA) 
 Glicidil metakrilat (GMA), 97,0 % 
 Karbonil diimidazol (CDI) 
 Luperox ® A75FP, Benzoil peroksid (BPO) 
  
Sigma-Aldrich, Nemčija NaOH, 97,0 %  
 Etilendiamin (EDA) 
 Natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3) 
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Thermo Fisher Scientific Avtomatske pipete 
 Bikinhonska kislina (BCA) 
 CuSO4 x 5 H2O, 4,0 % 
 Kaseta za dializo (Slide-A-Lyzer 10K Dialysis 
Cassetts) 
 
3.1.2 Biološki material 
 rProtein A (Rekombinantni protein A, proizvajalec: COBIK, Slovenija) 
Protein A sestoji iz ene polipeptidne verige z molekulsko maso 42 kDa. Izoliramo 
ga iz celične stene Gram-pozitivne bakterije Staphylococcal aureus in nastane kot 
odgovor obrambnega mehanizma bakterije pred gostiteljskim imunskim 
sistemom. Njegova sposobnost je, da ima močno afiniteto za Fc območje 
imunoglobulina G, še posebej pa do človeškega, zajčjega in do IgG morskega 
prašička. Največjo afiniteto vezave pa ima do človeškega IgG1, IgG2 in IgG4. 
[66-67] 
 Krvni lizat [70] 
Krvni lizat sem prodobila na UKC Ljubljana. Venska kri je bila zbrana v epruveto 
z antikoagulantom K3EDTA. Nato se je dodal lizirni pufer, inkubiralo ter 
centrifugiralo pri sobni temperaturi. Sediment, ki je ostal po odlitju supernatanta, 
se je nekajkrat spiral s FBS, dokler ta ni postal brezbarven. Na koncu se je 
sediment spralo še s PBS, kasneje pa se je uporabil še PBS z dodatkom FBS, da 
ni prišlo do agregacije celic. [70] 
3.1.3 Laboratorijska oprema 
Tabela 4: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema  Proizvajalec 
AD8000 – več parametrski merilni sistem 
(prevodnost, temperatura in pH vrednost) 
Adwa InstrumentsINc, Madžarska 
Diferencialni manometer PHD 4400 Harvard Apparatus, ZDA 
HPLC ÄKTA Explorer: pH/C-900, UV-900, 
P-900 
GE Healthcare Life Sciences, VB 
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Inkubator BD 23 Binder GmbH, Nemčija 
Magnetno mešalo  Lab Logistics Group GmbH, Nemčija 
Tehtnica Železniki, Slovenija 
Sonifikator UP200H Hielscher, Nemčija 
Spektrofotometer NanoDropOne Thermo Scientific, ZDA 
Stresalnik z inkubatorjem IS-200K Kambič, Slovenija 
Svetlobni in fluorescenčni mikroskop 
OlympusBX41 
Olympus Optical, Japonska 
Tehtnica Kern and Sohn GmbH, Nemčija 
Ultrazvočna kopel Iskra PIO, Slovenija 
Vodna kopel WB-30 Kambič laboratorijska oprema, 
Slovenija 
 
3.2 Eksperimentalne metode 
3.2.1 Priprava poroznih polimernih nosilcev 
 
 
Porozne polimerne nosilce sem na podlagi dosedanjih raziskav o vplivu razmerja med 
monomeri in porogeni na velikost por [8, 64,] pripravila iz glicidil metakrilata (GMA), 
etilenglikol dimetakrilata (EDMA), cikloheksanola (CyOH) in dodekanola (DoOH) v 
različnih deležih [9, 11, 65]. Polimerizacija je potekala 24 ur. Celotni postopek je prikazan 
na sliki 19. 
 
Slika 19: Postopek priprave monolitne kolone s termično polimerizacijo 
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Po koncu polimerizacije sem porozni polimerni nosilec spirala z etanolom, da sem 
raztopila porogene, ki so se nahajali v porah. 
3.2.1.1 Določanje padca tlaka  
Za preučevanje linearnosti odziva sem izbrala 20 poroznih polimernih nosilcev. Padec 
tlaka je funkcija geometrije oziroma velikosti por. Podatek o padcu tlaka sem pridobila 
tako, da sem skozi porozni polimerni nosilec pri različnih pretokih črpala mobilno fazo 
(dH2O ali PBS) in pri tem z uporabo diferencialnega manometra izmerila padec tlaka. Ta 
deluje po principu zaznavanja tlačne spremembe med dvema točkama na določeni 
površini. Pri tem sem za isti premer poroznih polimernih nosilcev uporabila isti pretok 
mobilne faze, saj sem tako meritve med seboj najlažje primerjala. Določila sem padec 
tlaka brez poroznega polimernega nosilca, zato da sem lahko od vrednosti tlaka na nosilcu 
odštela vrednost tlaka na ohišju. Pri vseh nosilcih sem padec tlaka merila pri 0,5 mL/min, 
0,75 mL/min in 1,0 mL/min. Preučevala sem linearnost odziva, saj nam le-ta poda 
informacijo o tem, ali pride do plastične deformacije monolitne kolone. Z enačbo 1 sem 
izračunala linearne hitrosti tekočine skozi cevni modul, kjer mora biti zagotovljen 
laminarni tok. 













povprečna linearna hitrost [m/s] 
pretok mobilne faze [m3/s] 
zunanji polmer diska [m] 
notranji polmer diska [m] 
dolžina monolitne kolone [m] 
 
V spodnji tabeli 6 in grafu 1 so prikazani padci tlakov različnih poroznih polimernih 
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Tabela 5: Izmerjeni padci tlaka za 20 poroznih polimernih nosilcev. 
 Linearna hitrost [m/s] 
Porozni 
polimerni nosilci 
0,0004 0,0006 0,0008 
N1 0,8 1,2 1,5 
N2 1,1 1,6 2,1 
N3 1,2 1,8 2,4 
N4 1 1,6 2,1 
N5 0,9 1,5 1,9 
N6 1,1 1,7 2,2 
N7 1,3 2,1 2,7 
N8 1,9 2,9 3,8 
N9 1 1,6 2,1 
N10 1,4 2,3 2,9 
N11 1,4 2,1 2,9 
N12 1,2 1,9 2,5 
N13 0,9 1,5 1,9 
N14 1,4 2,1 2,8 
N15 1,4 2,1 2,8 
N16 1,1 1,8 2,2 
N17 1,3 2,1 2,7 
N18 0,7 1,2 1,5 
N19 2,1 2,8 3,2 
N20 1,4 2,2 2,8 
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Graf 1: Prikaz linearnosti izmerjenega padca tlaka za 20 različnih poroznih polimernih 
nosilcev 
3.2.1.2 Izračun prepustnosti poroznega polimernega nosilca 
Na podlagi podatkov o spreminjanju padcev tlaka, sem določila prepustnost poroznih 
polimernih nosilcev v obliki diskov. Prepustnost sem izračunala z uporabo Darcyjevega 
zakona (enačba 2). 













padec tlaka na disku [Pa] 
dolžina kromatografske kolone [m] 
linearna hitrost [m/s] 
viskoznost mobilne faze [Pa s] 
 
Prepustnost sem določila z enačbo 3, ki je izpeljana iz enačbe 2 in enačbe za izračun 
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        (3) 
𝜙 pretok mobilne faze [mL/min] 
3.2.1.3 Izračun velikosti por v poroznem polimernem nosilcu 
Na podlagi podatka o prepustnosti poroznega polimernega nosilca (enačba 3), sem lahko 
izračunala velikost por (enačba 4). Pri tem sem za delež poroznosti upoštevala delež 
dodanih porogenov v reakcijsko mešanico (60 % oziroma 0,6).  
Enačba 4: Izračun velikosti por v poroznem polimernem nosilcu 
𝑑 =  √
𝐵0
𝑘  ∙ 𝜀








velikost por [m] 
Za določevanje velikosti por lahko uporabimo tudi enačbo 5, kjer s Kozeny-Carmanovo 
(KC) korelacijo opišemo padec tlaka na poroznem polimernem nosilcu. Le-ta pravilno 
opiše padec tlaka pri slojih s poroznostjo do 60 %. 
Enačba 5: Kozeny-Carmanova enačba 
∆P = 72 ∙ 𝑘 ∙  𝑣  𝜇  𝐿
𝑑




       (5) 
 
 
Z združitvijo enačb 2 in 5 lahko velikost por izračunamo tudi po spodnji enačbi 6. 
Enačba 6: Izračun velikosti por iz enačbe za prepustnost 
1
𝐵






        (6) 
Barut je s sodelavci (2003) ugotovil, da se d2 uporablja ne le za premer delcev, ampak 
tudi za premer por metakrilatnih monolitov. [71] 
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nosilci Prepustnost [m2] Premer pore [nm] 
N1 5,12E-15 1050 
N2 3,84E-15 909 
N3 3,42E-15 857 
N4 3,84E-15 909 
N5 4,10E-15 939 
N6 3,62E-15 882 
N7 2,93E-15 793 
N8 2,12E-15 675 
N9 3,84E-15 909 
N10 2,67E-15 758 
N11 2,93E-15 793 
N12 3,24E-15 834 
N13 4,10E-15 939 
N14 2,93E-15 793 
N15 2,93E-15 793 
N16 3,42E-15 857 
N17 2,93E-15 793 
N18 5,12E-15 1050 
N19 2,20E-15 687 
N20 2,79E-15 775 
 
3.2.2 Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca  
3.2.2.1 Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca s karbonildiimidazolom (CDI 
aktivacija) 
Porozni polimerni nosilci, ki sem jih pripravila, imajo na celotni površini proste epoksi 
skupine. Za modifikacijo s karbonildiimidazolno skupino, je epoksi skupine treba najprej 
hidrolizirati. Vsak posamezni nosilec sem vstavila v ohišje in ga ročno z injekcijo 
prečrpala z 0,5 M žveplovo (VI) kislino (H2SO4) s pretokom 1 mL/min (slika 21). Porozni 
polimerni nosilec sem nato vzela iz ohišja in ga termostirala v 0,5 M H2SO4 pri 60 °C v 
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vodni kopeli za 3 ure. Po inkubaciji sem raztopino odlila in nosilec sprala z dH2O ter ga 
čez noč pustila v večjem volumnu dH2O. Naslednji dan sem nosilec ponovno vstavila v 
ohišje in ga po istem postopku prečrpala z metanolom (MeOH). Tako sem iz por izpirala 
preostali dH2O in EtOH. Porozni polimerni nosilec sem dvakrat prečrpala z MeOH in ga 
nato vstavila v čisti MeOH. [4] 
Priprava CDI: za modifikacijo sem pripravila 10 ml CDI s koncentracijo 0,109 g/mL tako, 
da sem 1,09 g CDI raztopila v 10 mL MeOH. [4] 
Po spiranju z MeOH sem porozni polimerni nosilec potopila v CDI raztopino in vse 
skupaj za 2 min vstavila v ultrazvočno kopel. Porozni polimerni nosilec sem nato vstavila 
v ohišje in ga z injekcijsko brizgo dvakrat počasi prečrpavala s CDI. Po prečrpavanju sem 
ga za 1 uro vstavila v svežo CDI raztopino. Po končani modifikaciji sem porozni 
polimerni nosilec sprala z MeOH in ga za tem vstavila v sveži MeOH. [4] 
 
Slika 20: Kalup in shematski prikaz prečrpavanja poroznega polimernega nosilca 
3.2.2.2 Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca z etilendiaminom (EDA 
aktivacija) 
Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca z etilendiaminom temelji na reakciji 
prostih epoksi skupin z amino skupinami, pri čemer na poroznem polimernem nosilcu 
dobimo proste primarne amino skupine. [14] 
Priprava EDA: 
- 75 % EDA: Za pripravo 4 mL 75 % EDA, sem 3 mL 100 % EDA raztopila v 
dH2O. 
- 80 % EDA: Za pripravo 10 mL 80 % EDA, sem 8 mL 100 % EDA raztopila v 
dH2O 
- 85 % EDA: Za pripravo 10 mL 85 % EDA, sem 8,5 mL 100 % EDA raztopila v 
dH2O. 
Iz tabele 7 sem izbrala 10 poroznih polimernih nosilcev, ki sem jih uporabila za nadaljno 
modifikacijo z etilendiaminom (tabela 8).  
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Tabela 7: Funkcionalizacija poroznih polimernih nosilcev s 75 %, 80 % in 85 % EDA 
 
EDA Porozni polimerni nosilci 
75 % N2, N13 
80 % N6, N7, N8, N12 
85 % N4, N11, N14, N20 
 
Vsak posamezen porozni polimerni nosilec sem vstavila v ohišje in ga ročno preko 
injekcije prečrpavala z EDA (75, 80 ali 85 % EDA) s pretokom 1 mL/min (slika 21). Nato 
sem omenjeni nosilec vstavila v svežo raztopino EDA in inkubirala 18 ur pri sobni 
temperaturi. Naslednji dan pa sem ga 3 ure spirala z 20 % EtOH in nato še z dH2O. 
3.2.3 Priprava in vezava oksidiranega dekstrana (DexOx) 
Ker je bil cilj mojega magisterskega dela, da adsorbiram celice belih krvničk (levkocite) 
na proteine in/ali protitelesa, sem se odločila za vezavo distančne ročice, ki bi 
zminimizirala nespecifične interakcije celic s površino. Uporabila sem dekstran 
(molekulska masa 70 000 g/mol) iz Leuconostoc mesenteroides (Sigma Aldrich). 
Shematičen prikaz vezave proteina na aldehidni dekstran je prikazan na spodnji sliki 22. 
Shematičen prikaz same izvedbe vezave dekstrana na površino por preko oksidacije 
dekstrana, njegove vezave na EDA porozni polimerni nosilec, ter ponovne oksidacija 
EDA poroznega polimernega nosilca z vezanim DexOx, je prikazan na sliki 23. 
 
Slika 21: Vezava protitelesa na protein A, ki je vezan na aldehidni dekstran 
3.2.3.1 Oksidacija dekstrana (DexOx) 
Z namenom, da dobim aldehidne skupine, sem po Malapradu [54] z natrijevim 
periodatom (NaIO4) oksidirala dekstran, ki sem ga nato vezala na EDA porozni polimerni 
nosilec. Ker sem želela preučiti delež aldehidnih skupin, ki so dostopni za nadaljnjo 
vezavo (s proteini), sem ločeno pripravila pet raztopin DexOx.  
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Slika 22: Shematični prikaz oksidacije dekstrana in njegova vezava na EDA porozni 
polimerni nosilec ter ponovna oksidacija EDA poroznega polimernega nosilca z 
vezanim DexOx (prirejeno po [72]) 
Postopek priprave 15 mL DexOx: Najprej sem pripravila 7,5 mL 0,1 M NaIO4 tako, da 
sem na analitski tehtnici natehtala 0,157 g NaIO4 in vsebino dobro premešala na 
magnetnem mešalu. Ker je periodat občutljiv na svetlobo, sem čaše ovila z aluminijevo 
folijo in tako vse korake izvedla v temi. V drugem koraku sem v 7,5 mL dH2O (dvakrat 
destilirano) raztopila 0,252 g dekstrana. Sveže pripravljen periodat sem dodala v 
raztopino dekstrana tako, da je nastalo 50 % molsko razmerje NaIO4 : dex (moli 
glukoznega monomera). pH vrednost raztopine sem umerila na pH 3,0 – 5,0. Vse skupaj 
sem nato z magnetnim mešalom mešala 20 h pri 520 rpm in 20 ºC (prirejeno po [72]).  
V tabeli 9 so podane količine za pripravo DexOx.  
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Tabela 8: Priprava DexOx (raztopine 1, 2, 3, 4, 5)  
 1 2 3* 4 5 
mdekstran 0,198 g 0,252 g 1,0 g 0,099  g 0,099 g 
mNaIO4 0,075 g 0,157 g 0,643 g 0,100 g 0,153 g 
C NaIO4 0,1 M 0,1 M 0,1 M 0,1 M 0,1 M 
VDexOx 9 mL 15 mL 60 mL 8 mL 9 mL 
pH 3,32 4,70 4,10 4,06 4,10 
 
Kot je razvidno iz spodnje slike 24, so se raztopine dekstrana (1, 2, 3, 4 in 5) po 20 h 
obarvale rumeno. 
 
Slika 23: Rumeno obarvanje raztopin dekstrana (raztopine 1, 2, 3, 4 in 5) po koncu 
oksidacije z NaIO4 (vzorec raztopine 3* je bil star 7 tednov). 
 
Priprava 0,1 M fosfatnega pufra: Za pripravo 2 L fosfatnega pufra sem natehtala 21,986 
g Na2HPO4 in 6,234 g NaH2PO4 in z dH2O dolila do oznake. Z dodajanjem HCl sem 
uravnala vrednost pH pufra na 7,4. 
Dializa DexOx: Naslednji dan sem pripravljeno raztopino dializirala z dializno kaseto 
Slide-A-Lyzer 10 K. V kaseto sem prelila ustrezen volumen DexOx (max volumen kasete 
je 15 mL) in kaseto potopila v 2 L dH2O. Celotno čašo sem ovila z alufolijo in postavila 
na magnetno mešalo. Po 2 urah sem zamenjala medij s svežo dH2O in dializirala še 1 h. 
Po skupno 3 h dialize v dH2O, sem kaseto potopila v 2 L fosfatnega pufra. Čašo sem 
ponovno zaščitila pred svetlobo in postavila na magnetno mešalo (100 rpm). Dializa je 
potekala do naslednjega dne. Postopek dialize je bil enak za vse DexOx, ki sem jih 
pripravila.  
Iz kasete sem naslednji dan odpipetirala dializiran DexOx in ga prestavila v čašo 
(zaščitenim z alufolijo) na 4 ºC. 
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3.2.3.2 Kovalentna vezava DexOx na EDA porozni polimerni nosilec 
Naslednji korak vključuje vezavo DexOx na EDA porozne polimerne nosilce, ki so 
zapisani v tabeli 10. Postopek: Vsak posamezen porozni polimerni nosilec sem vstavila v 
ohišje in skozi njega ročno prečrpala 2 mL dializiranega DexOx s pretokom 1 mL/min. 
Omenjeni nosilec sem nato prestavila v svežo dializirano raztopino DexOx in 20 h 
inkubirala pri 30 ºC in 150 rpm (slika 25). V tabeli 10 je predstavljeno s katero raztopino 
DexOx je bil prečrpan posamezen EDA porozni polimerni nosilec. 
Tabela 9: EDA porozni polimerni nosilci prečrpani z raztopinami DexOx 
 
 EDA porozni polimerni nosilci 
Raztopina DexOx 75 % EDA 80 % EDA 85 % EDA 
1 / / N20 
2 N2 N6 N11 
3 N13 N8 N14 
4 / N7 N4 





Slika 24: Levo: EDA porozni polimerni nosilec v sveži raztopini DexOx, desno: EDA 
porozni polimerni nosilec po 20 h inkubaciji pri 30 ºC in 150 rpm 
3.2.3.3 Oksidacija DexOx-EDA poroznih polimernih nosilcev 
Po koncu inkubacije je sledila ponovna oksidacija EDA poroznih polimernih nosilcev, na 
katere sem že vezala DexOx. Ker sem želela preveriti vpliv sekundarne oksidacije na 
nastanek aldehidnih skupin, sem pripravila različne koncentracije NaIO4 (glej tabelo 11). 
Izjema je bil N12, ki ga nisem ponovno oksidirala, saj sem ga želela primerjati z ostalimi 
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(ponovno oksidiranimi) poroznimi polimernimi nosilci. Raztopino periodata sem 
pripravila tako, da sem čašo najprej ovila z aluminijevo folijo (fotoobčutljivost periodata), 
vstavila magnetno mešalo, natehtala ustrezno maso NaIO4 in dolila dH2O, da sem dobila 
ustrezno koncentracijo (prirejeno po [72]). 
Postopek oksidacije: Vsak porozni polimerni nosilec sem vstavila v ohišje in ga najprej 
prečrpala z 2 mL NaIO4 pri pretoku 1 mL/min (koncentracije so zapisane v spodnji tabeli 
11). Porozne polimerne nosilce sem nato razporedila v sveže pripravljen periodat in jih 
20 h inkubirala pri 30 ºC in 250 rpm. 
Tabela 10: Koncentracije NaIO4 za oksidacijo DexOx-EDA poroznih polimernih nosilcev 
Ponovna 
oksidacija  
Uporabljena raztopina DexOx 




N20 N2, N6, N11 N13, N8, N14 N7, N4 N12 
c (NaIO4) 0,15 M 0,1 M 0,1 M 0,05 M 0 M 
 
Po inkubaciji sem porozne polimerne nosilce prečrpala z 0,1 M fosfatnim pufrom pri pH 
7,4 in jih shranila v pufer za nadaljnjo uporabo. 
 
Slika 25: Vezava DexOx na EDA porozni polimerni nosilec: rumena obarvanost nosilca 
po vezavi aldehidnega dekstrana na porozni polimerni nosilec (levo), razbarvanost 
poroznega polimernega nosilca po ponovni oksidaciji že vezanega aldehidnega 
dekstrana (desno). 
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3.2.4 Imobilizacija biomolekul na funkcionaliziran porozni polimerni nosilec 
3.2.4.1 Imobilizacija protiteles proti antigenu CD20+  
Protitelesa proti CD20+ sem imobilizirala na epoksi porozne polimerne nosilce in na 
porozne polimerne nosilce, ki sem jih predhodno modificirala s CDI (opisano v poglavju 
3.2.3.1). Porozne polimerne nosilce sem najprej vstavila v ohišje in jih ročno prečrpavala 
z 20 mM raztopino PBS, saj sem želela odstraniti vse nezreagirane MeOH skupine iz por. 
Porozne polimerne nosilce sem nato potopila v svežo raztopino PBS. Imobilizacijo 
protiteles sem izvedla z zelo previdnim ročnim prečrpavanjem poroznih polimernih 
nosilcev pri pretoku 1 mL/min. Nosilce sem dvakrat prečrpavala v obe smeri. Po 
zaključeni imobilizaciji, sem jih ponovno prečrpavala s PBS in tako odstranila vsa 
nevezana protitelesa.  
CDI porozni polimerni nosilec s protitelesi CD20 sem uporabila za mikroskopiranje 
površine s svetlobnim mikroskopom. Epoksi porozni polimerni nosilec s protitelesi CD20 
pa sem uporabila za mikroskopijo na fluorescenčnem mikroskopu. Oba postopka 
mikroskopije sta podrobneje opisana v poglavju 3.2.7. 
3.2.4.2 Imobilizacija proteina A na DexOx-EDA porozni polimerni nosilec 
Pripravila sem 2,6 mg/mL rProteina A iz osnovne koncentracije 48,7 mg/mL in ga 
raztopila z ustrezno količino v 0,1 M fosfatnem pufru. Čez vsak porozni polimerni nosilec 
(tabela 12) sem z injekcijo prečrpala 0,8 mL 2,6 mg/mL rProteina A. Postopek sem trikrat 
ponovila v obe smeri in nato isto raztopino proteina (skupaj s poroznim polimernim 
nosilcem) vstavila v epice in inkubirala čez noč na mešalniku pri 60 rpm.  
Tabela 11: Izbrani porozni polimerni nosilci za imobilizacijo rProteina A 
N16 80 % EDA porozni 
polimerni nosilec 
Inkubiran v 5. raztopini DexOx 
N6 Inkubiran v 2. raztopini DexOx 
N11 
85 % EDA porozni 
polimerni nosilec 
Inkubiran v 2. raztopini DexOx 
N14 Inkubiran v 3. raztopini DexOx 
N17 Inkubiran v 1. raztopini DexOx 
N4 Inkubiran v 4. raztopini DexOx 
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3.2.4.3 Umeritvena krivulja rProteina A 
Pripravila sem 385 µL rProteina A z različnimi koncentracijami in s spektrofotometrom 
izmerila absorbanco pri valovnima dolžinama 260 nm in 280 nm. 
Tabela 12: Priprava umeritvene krivulje iz izmerjenih absorbanc pri različnih 
koncentracijah rProtein A pri valovni dolžini 260 nm 
 
Absorbanca 
(260 nm) 0,0 0,016 0,116 0,176 0,332 0,478 0,659 1,464 1,956 
Koncentracija 
[µg/mL] 0 22 127 248 473 712 1000 2000 2600 
 
 
Graf 2: Umeritvena krivulja rProteina A pri valovni dolžini 260 nm 
 
Tabela 13: Priprava umeritvene krivulje iz izmerjenih absorbanc pri različnih 
koncentracijah rProtein A pri valovni dolžini 280 nm 
Absorbanca 
(280 nm) 0,0 0,022 0,139 0,246 0,468 0,693 0,979 1,958 2,684 
Koncentracija 
[µg/mL] 0 22 127 248 473 712 1000 2000 2600 
 
















Umeritvena krivulja rProteina A (260 nm)
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Graf 3: Umeritvena krivulja rProteina A pri valovni dolžini 280 nm 
3.2.5 Kolorimetrična metoda z bikinhonsko kislino (BCA metoda) 
3.2.5.1 Umeritvena krivulja glutaraldehida pripravljena z BCA metodo 
P. K. Smith je s sodelavci v članku leta 1985 opisal, da so periodatno oksidirani sladkorji 
sposobni reducirati Cu2+ v Cu1+ (slika 27). Zaradi slednjega sem se odločila za BCA 
metodo, ki se prvotno uporablja za določevanje koncentracij proteinov v vzorcu. 
Reducirani Cu tvori kompleks z BCA reagentom, ki ga je mogoče zaznati pri valovni 
dolžini 562 nm. 
 
Slika 26: Shematski prikaz redukcije bakra in tvorba vijoličnega kompleksa Cu-2BCA, 
ki ga spektrofotometrično izmerimo pri valovni dolžini 562 nm.  

















Umeritvena krivulja rProteina A (280 nm)
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Priprava BCA delovnega reagenta: po navodilih Thermo Scientific, sem BCA reagent 
zmešala skupaj z 5 % CuSO4 x 5H2O, v razmerju 50 : 1. Volumen delovnega reagenta pa 
sem določila po enačbi: (# standardov + # vzorcev) x (# ponovitev) x (volumen 
BCA/vzorec).  
Za pripravo umeritvene krivulje sem izbrala pripravek iz aldehidne skupine – 
glutaraldehid. Pripravila sem 500 µL glutaraldehida s koncentracijami 25 – 2000 µg/mL. 
Standarde sem odpipetirala v mikroplato in dodala BCA delovni reagent v razmerju 1 :  8. 
Mikroplato sem nato za 30 sek dala na stresalnik in nato še 30 min inkubirala pri 37 ºC. 
Ko se je mikroplata ohladila, sem izmerila absorbanco pri valovni dolžini 562 nm. 







0 0,0 0,0000 
25 0,0043 0,1504 
125 0,0139 0,7518 
500 0,0687 1,5037 
750 0,1148 3,0074 
1000 0,1843 4,5111 
1500 0,26165 6,0148 
2000 0,3924 9,0222 
 
Število aldehidnih skupin sem podala s pomočjo povezave med množino snovi in 
številom delcev, pri čemer sem upoštevala, da ima ena spojina glutaraldehida dve 
aldehidni skupini. Na podlagi umeritvene krivulje in enačbe za linearno premico sem s 
pomočjo BCA metode izračunala aldehidne skupine v periodatno oksidiranem dekstranu. 
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Graf 4: Število aldehidnih skupin v glutaraldehidu ob upoštevanju, da ena spojina 
vsebuje dve aldehidni skupini  
3.2.5.2 Prečrpavanje DexOx poroznega polimernega nosilca z BCA delovnim 
reagentom 
Po pripravi BCA delovnega reagenta sem vse polimerne nosilce z dekstranskim slojem 
dvakrat v obe smeri, ročno z injekcijo, prečrpala z 1 mL BCA pri pretoku 1 mL/min. 
Postopek sem opravila tako, da sem prečrpano vsebino zadržala v injekciji. Po koncu 
prečrpavanja sem vsak posamezen porozni polimerni nosilec vstavila v pokrovček od 
epice in dolila raztopino, ki sem jo zadržala v posamezni injekciji. Pokrovčke s poroznimi 
nosilci sem nato najprej za 30 sekund postavila na stresalnik, jih pokrila ter vstavila v 
inkubator. Inkubacija je potekala 30 minut pri 37 ºC.  Ko so se vzorci ohladili, sem s 
pomočjo pipete iz pokrovčkov odpipetirala raztopino in vstavila v mikroplato. Ker se je 
Cu-BCA kompleks pri vseh vzorcih obarval v temno vijolično barvo, sem vzorce 10 x 
redčila s fosfatnim pufrom. Po izmerjeni absorbanci pri 562 nm sem vzorce še dodatno 
razredčila. 



















Število aldehidnih skupin (x 10^18)
Umeritvena krivulja glutaraldehida
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Slika 27: Priprava umeritvene krivulje glutaraldehida po BCA metodi in oksidiran 
dekstran 
Po uspešno pripravljeni umeritveni krivulji glutaraldehida in določitvi aldehidnih skupin 
z BCA metodo, sem se odločila, da bom število nastalih aldehidnih skupin na dekstranu 
dokazovala s kvantitativno BCA metodo.  
3.2.6 Mikroskopija 
3.2.6.1 Svetlobna mikroskopija 
Največkrat uporabljena mikroskopija je optični oziroma svetlobni mikroskop, ki 
uporablja svetlobno valovanje v vidnem polju. V posebnih primerih pa lahko uporabljamo 
tudi valovne dolžine svetlobe izven vidnega spektra. Po pripravi funkcionaliziranih 
poroznih polimernih nosilcev z imobiliziranimi protitelesi proti antigenu CD20+ smo 
omenjene nosilce 15 min inkubirali v že pripravljenem krvnem lizatu, s koncentracijo 
levkocitov 109/L. Porozne polimerne nosilce sem nato ročno, z injekcijo, prečrpala s PBS 
in jih za 5 minut namakala v Turkovo raztopino gentialaviolet. [70] Za opazovanje 
površine poroznih polimernih nosilcev smo uporabili optični mikroskop Imager.Z2 
(Zeiss), najprej pri 100 x in nato še pri 400 x povečavi. 
3.2.6.2 Fluorescentna konfokalna mikroskopija 
Za razliko od svetlobnega mikroskopa, kjer osvetljujemo celoten vzorec hkrati, se s 
konfokalnim mikroskopom omeji osvetljevanje vzorca na le določeno točko. Epoksi 
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porozne polimerne nosilce, na katerih sem predhodno imobilizirala protitelesa proti 
antigen CD20+, sem inkubirala v krvnem lizatu. Omenjene nosilce sem nato ročno sprala 
s PBS in dodala 20 µL barvila DAPI. Pri fluorescentni mikroskopiji se vzorcu najprej 
doda barvilo z vsebovanimi fluorescentnimi označevalci, ki se nato vežejo na molekule. 
Molekule, na katere se vežejo označevalci, absorbirajo svetlobo krajših valovnih dolžin, 
izsevajo pa svetlobo pri daljši valovni dolžini. Pri mikroskopu Olympus BX41 sem 
uporabila filter, ki je zaprl svetlobo, ki ne fluorescira in sem tako fluorescenčno svetlobo 
videla v temnem polju. Uporabila sem filter z vzbujevalno svetlobo pri valovni dolžini 
358 nm. 
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4 Rezultati  
4.1 Vezna mesta na dekstranu 
4.1.1 Kvantitativno določevanje aldehidnih skupin v DexOx 
Pred vezavo DexOx na porozne polimerne nosilce sem s kolorimetrično BCA metodo 
kvantitativno določila število aldehidnih skupin v vseh petih periodatno oksidiranih in 
dializiranih raztopinah dekstrana, ki sem jih pripravila. Pri izračunu absorbance sem 
odštela slepi vzorec, torej vzorec, ki je vseboval le BCA delovni reagent. Prav tako sem 
upoštevala vsa redčenja vzorcev, ki sem jih opravila s fosfatnim pufrom. Za izračun 
aldehidnih skupin sem izhajala iz umeritvene krivulje glutaraldehida (tabela 15 in graf 4). 
V tabeli 16 so predstavljene izmerjene vrednosti absorbance z upoštevanim redčenjem in 
izračun povprečnega števila aldehidnih skupin s pomočjo umeritvene krivulje v grafu 4. 
Tabela 15: Kvantitativno določevanje prvotnih aldehidnih skupin v raztopinah DexOx 
 Raztopine DexOx 
 1 2 3 4 5 








0,226 0,337 0,271 0,264 0,518 
 
Med sabo sem primerjala koncentracije aldehidnih skupin v vseh petih pripravljenih 
raztopinah DexOx in opazila, da so vrednosti med seboj primerljive. Vse raztopine sem 
pripravila po istem postopku in v pH območju 3,0 – 5,0, saj naj bi bilo to najbolj 
optimalno pH območje za oksidacijo. V raztopini 1, ki sem jo pripravila pri pH vrednosti 
3,32, sem izmerila 0,226 mM aldehidnih skupin, kar je bila tudi najnižja koncentracija. 
Najvišjo koncentracijo aldehidnih skupin, kar je 0,518 mM, je imela raztopina 5, ki sem 
jo pripravila pri pH vrednosti 4,1.  
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4.1.2 Vpliv ponovne oksidacije dekstranskega sloja na število aldehidnih mest 
Po vezavi DexOx na porozne polimerne nosilce, sem le-te ponovno periodatno oksidirala, 
saj sem želela preučiti vpliv ponovne oksidacije dekstranskega sloja na število aldehidnih 
skupin, z izjemo poroznega nosilca N12 na katerega sem vezala 0,518 mM aldehidnih 
skupin. 
Graf 5 predstavlja, da je od prvotno 0,518 mM aldehidnih skupin (1) v raztopini 5, za 
nadaljnjo vezavo na 80 % EDA porozni polimerni nosilec ostalo le 0,068 mM aldehidnih 
skupin (2). Iz tega lahko sklepam, da se je na porozni polimerni nosilec vezalo 0,45 mM 
aldehidov.  
  
Graf 5: Primerjava v koncentraciji aldehidnih skupin pred (1) in po (2) ponovni 
oksidaciji dekstranskega sloja  
Pri določevanju aldehidnih skupin, je treba upoštevati, da so aldehidi izjemno reaktivni 
in jih sosednje hidroksilne skupine zlahka napadejo. Napad aldehidnih skupin pa vodi v 
nastanek hemiacetalov. Realnega števila aldehidov zato ni možno določiti. 
Porozne polimerne nosilce sem ponovno oksidirala z 0,05 M, 0,1 M in 0,15 M 
koncentracijo NaIO4, pri isti pH vrednosti, kot pri primarni oksidaciji (glej tabelo 11). V 
grafu 6 sem primerjala deleže na novo nastalih aldehidov. Predpostavila sem, da sem 
nasičila celotno površino poroznih polimernih nosilcev z DexOx. Izkazalo se je, da se je 
po oksidaciji z 0,05 M periodatom delež aldehidov na površini poroznih nosilcev 
0,52
0,068
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60
1
2
Koncentracija aldehidnih skupin (mM)
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povečalo za 16 %. Pri oksidaciji z 0,1 M periodatom se je delež aldehidnih skupin 
povečalo za 41 % in za 54 % pri oksidaciji z 0,15 M periodatom.  
  
Graf 6: Deleži na novo nastalih aldehidnih skupin po ponovni oksidaciji poroznih 
polimernih nosilcev 
4.1.3 Vezna mesta na dekstranskem sloju na poroznem polimernem nosilcu 
Ponovno sem opravila BCA metodo za določanje števila aldehidnih skupin, iz katerih 
lahko ocenimo število potencialno dostopnih veznih mest za nadaljnjo imobilizacijo s 
proteini in celicami. Vezava in ponovna oksidacija dekstranskega sloja na EDA poroznih 
polimernih nosilcev je potekala tako, kot je predstavljeno v tabeli 8 in 11. 
Za vsak posamezen porozni polimerni nosilec so v spodnjih tabelah (17, 18 in 19) 
predstavljene izmerjene absorbance in vrednosti aldehidnih skupin, glede na to s katero 
raztopino DexOx sem porozni nosilec ročno prečrpala in inkubirala. Ker so vrednosti 
koncentracij aldehidnih skupin med seboj primerljive, sem v tabelah (17, 18 in 19) podala 
povprečne vrednosti aldehidov na poroznih polimernih nosilcih, funkcionalizirani z 75, 
80 in 85 % EDA. 
Tabela 16: Vezna mesta na dekstranskem sloju na 75 % EDA poroznem polimernem 
nosilcu 
<>Vezna mesta na dekstranskem sloju na 75 % EDA 
poroznem polimernem nosilcu 
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Porozni polimerni nosilec N2 N13 








Tabela 17: Vezna mesta na dekstranskem sloju na 80 % EDA poroznem polimernem 
nosilcu 
Vezna mesta na dekstranskem sloju na 80 % EDA poroznem 
polimernem nosilcu 
Uporabljena raztopina 
DexOx 2 3 4 5 
Porozni polimerni 
nosilec  N6 N8 N7 N12 
Absorbanca 0,1337 0,1691 0,1129 0,1419 
Absorbanca 






Tabela 18: Vezna mesta na dekstranskem sloju na 85 % EDA poroznem polimernem 
nosilcu 
Vezna mesta na dekstranskem sloju na 85 % EDA poroznem 
polimernem nosilcu 
Uporabljene raztopine 
DexOx 1 2 3 4 
Porozni polimerni 
nosilec  N20 N11 N14 N4 
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Absorbanca 0,2063 0,2944 0,3856 -0,0084 
Absorbanca 





Pri merjenju absorbance sem zaznala negativen rezultat pri N4, zato sem ta porozni 
polimerni nosilec izključili iz nadaljnje analize.  
  
Graf 7: Primerjava povprečnih koncentracij aldehidnih skupin, ki sem jih dobila na 
dekstranskem sloju na 75 %, 80 % in 85 % EDA poroznih polimernih nosilcih. 
Kot je razvidno iz grafa 7, sem največjo povprečno koncentracijo aldehidnih skupin 
pridobila z vezavo in ponovno oksidacijo DexOx na poroznih polimernih nosilcih, ki sem 
jih predhodno funkcionalizirala s 85 % etilendiaminom. Razlika v povprečni 
koncentraciji veznih mest med 75 % in 80 % EDA poroznimi polimernimi nosilci je 
minimalna (0,0151 mM). Medtem ko je koncentracija veznih mest na 85 % EDA poroznih 
polimernih nosilci večja za 67 % (od 80 % EDA poroznih nosilcih) oziroma večja za 
75 % (od 75 % EDA poroznih nosilcih). Na podlagi pridobljenih rezultatov lahko 
sklepam na višjo konverzijo pri 85 % EDA poroznih polimernih nosilcih, zaradi česar se 


































Primerjava koncentracij aldehidnih skupin 
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Prav tako sem želela preučiti, kakšen vpliv ima sama funkcionalizacija z etilendiaminom 
na BCA reagent. EDA porozni polimerni nosilec sem na enak način prečrpala z BCA 
delovnim reagentom, ga inkubirala in nato izmerila absorbanco pri 562 nm. Cu-BCA 
kompleks se je obarval rahlo rožnate barve, na spektrometru pa sem izmerila absorbanco 
1,1124. Na sliki 29 je predstavljena primerjava med EDA poroznim polimernim nosilcem 
z in brez dekstranskega sloja. Pri samih meritvah sem upoštevala ta vpliv, in vrednostim 
odštela absorbanco 1,11. 
 
Slika 28: Primerjava obarvanega kompleksa na poroznem polimernem nosilcu z 
dekstranskim slojem (levo) in brez dekstranskega sloja (desno). 
4.2 Imobilizacija rProteina A na EDA porozne polimerne nosilce z 
dekstranskim slojem 
Vsak posamezen porozni polimerni nosilec sem ročno prečrpavala z rekombinantnim 
proteinom A, ki je imel koncentracijo 2,6 mg/mL. Rezultati imobilizacije so predstavljeni 
v spodnji tabeli 20. 
Tabela 19: Imobilizacija rProteina A na porozne polimerne nosilce 
Porozni polimerni 
nosilec 
N6 N8 N12 N20 N14 N11 
Uporabljena 
raztopina DexOx 
2 3 5 1 3 2 
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EDA 80 % 85 % 
Koncentracija 
nevezanega 
rProteina A [mg/mL] 




0,486 0,511 0,505 0,581 0,619 0,585 
Delež vezanega 
proteina A  
0,187 0,197 0,194 0,223 0,238 0,225 
18,7 % 19,7 % 19,4 % 22,3 % 23,8 % 22,5 % 
 
V grafu 9 sem primerjala delež vezanega rProteina A s koncentracijo aldehidnih skupin 
na EDA poroznih polimernih nosilcih z dekstranskim slojem. Razvidno je, da je celotna 
površina vseh poroznih nosilcev prekrita z DexOx, zaradi česar ni opaznih razlik v deležu 
vezave rProteina A. Vseeno pa iz grafa 9 opazimo, da je delež vezanega rProteina A na 
85 % EDA poroznih polimernih nosilcih (N4, N17, N11) v povprečju večji za 13 % od 80 % 
EDA poroznih polimernih nosilcev.  
  
Graf 8: Primerjava vezanega rProteina A s koncentracijo aldehidnih skupin na 
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4.3 Mikroskopija  
4.3.1 Pregled poroznega polimernega nosilca z optičnim mikroskopom 
Po inkubaciji CDI poroznih polimernih nosilcev v krvnem lizatu, s koncentracijo 
levkocitov 109/L, sem želela najti način dokazovanja celic na površini poroznega 
polimernega nosilca (živih ali neživih). Izbrala sem mikroskopijo s svetlobnim 
mikroskopom, ki je najenostavnejša tehnika za opazovanje površine vzorca. Da bi lažje 
opazila vezane celice, sem celice predhodno obarvala v Turkovi raztopini gentianaviolet, 
jih namočila v pufru in pogledala pod mikroskopom. 
Pri mikroskopiranju sem opazila nazobčano površino poroznega polimernega nosilca, 
zaradi česar je bila površina nosilca slabše vidna. Porozni polimerni nosilci so se obarvali 
rahlo vijolično, medtem ko vezanih celic nismo opazili, dobro pa so vidne pore. Na sliki 
30 vidimo, da imamo pore različnih velikosti. Ugotovila sem, da svetlobna mikroskopija 
ni primerna metoda za določanje vezanih celic. 
 
Slika 29: Pregled poroznega polimernega nosilca z optičnim mikroskopom 
4.3.2 Pregled celic s konfokalnim fluorescenčnim mikroskopom 
Pod fluorescenčnim mikroskopom sem opazovala dva epoksi porozna polimerna nosilca, 
kjer je eden od nosilcev imel vezane protitelesa (na eni strani), drugi pa sploh ne. Po 
inkubaciji v krvnem lizatu sem s tem lahko oba porozna polimerna nosilca primerjali med 
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sabo. Ker je bil odvzet vzorec krvi pacientu s kronično limfoblastno levkemijo (KLL), za 
katerega je značilno razraščanje in kopičenje nenormalnih in nezrelih celic, sem 
pričakovala uspešno vezavo limfocitov na protitelesa proti antigenu CD20. Limfociti se 
od drugih celic razlikujejo po obliki in strukturi jedra, količini citoplazme in velikosti. 
Značilna so velika okrogla jedra z grudasto kromatinsko strukturo in z manjšo količino 
citoplazme. Pri pregledu vezanih celic sem bila pozorna na prav te karakteristike. 
Epoksi porozna polimerna nosilca sem pogledala najprej pod 100 x povečavo in nato še 
pod 200 x povečavo. Pri pregledu poroznega polimernega nosilca brez protiteles sem 
opazila rahla modra obarvanja, ki pa niso bile celice, ampak sence (slika 31). Pri drugem 
poroznem nosilcu s protitelesi sem na obeh straneh nosilca zaznala limfocite (slika 32). 
Pri tem pa opazila, da je bilo vidnih več limfocitov na tisti strani poroznega polimernega 
nosilca, ki ni imel vezanih protiteles. S tem sem potrdila metodo za dokazovanje celic na 
površini poroznih polimernih nosilcev. 
 
Slika 30: Fluorescenčna mikroskopija poroznega polimernega nosilca brez protiteles pri 
A) 100 x povečavi in pri B) 400 x povečavi. 
 
L. Kunc: Funkcionalizacija poroznega polimernega nosilca z dekstranskim slojem za vezavo celic. 
Ljubljana: Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo UL 2020, magistrsko delo 
54 
 
Slika 31: Fluorescenčna mikroskopija poroznega polimernega nosilca z imobiliziranimi 
protitelesi proti antigenu CD20 in vezanimi limfociti. A) 100 x povečava imobilizirane 
strani z manj limfociti in B) 100 x povečava neimobilizirane strani z več limfociti 
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5 Sklepne ugotovitve 
Pri razvoju afinitetne metode za vezavo specifičnih proteinov in celic sem prišla do 
naslednjih ugotovitev: 
- Oksidacija dekstrana se je izkazala za najbolj optimalno v pH območju 3,0 - 5,0 saj so 
bile vrednosti aldehidnih skupin na vseh EDA poroznih polimernih nosilcih primerljive. 
- Pokazala sem, da so periodatno oksidirani sladkorji dekstrana sposobni reducirati Cu2+ 
v Cu1+. Prav tako sem dokazala, da je BCA primerna kvantitativna metoda za določevanje 
števila veznih mest na funkcionaliziranih poroznih polimernih nosilcih z dekstranskim 
slojem.  
- Ugotovila sem, da se je delež dekstrana večal z deležem reagenta etilendiamin, s katerim 
sem funkcionalizirala porozne polimerne nosilce. Najbolje so se izkazali porozni 
polimerni nosilci funkcionalizirani z 85 % EDA reagentom, kar lahko pripišemo višji 
konverziji.  
- Ponovna oksidacija vezanega DexOx na EDA porozne polimerne nosilce se je izkazala 
za smiselno, saj smo s tem še bolj nasičili površino EDA poroznega polimernega nosilca. 
- Delež vezanega rProteina A je bil primerljiv s količino DexOx na EDA poroznih 
polimernih nosilcih.  
- CDI porozni polimerni nosilci z imobiliziranimi protitelesu CD20 so pokazali, da se na 
njih vežejo limfociti. Optična mikroskopija za opazovanje vezanih celic se je izkazala za 
neprimerno. Vezane celice pa sem lahko opazovala s konfokalno mikroskopijo, ki se je 
izkazala za uspešno metodo opazovanja vezanih celic. S poroznim polimernim nosilcem 
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